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bs Archiv fir Mikrobiologie -— 
steht Originalarbeiten und Sammelreferaten aus dem Gesamtgebiet der pflanzlichen ‘Mikro- st 
organismen offen. Arbeiten, die nur praktischen Zwecken dienen, scheiden aus, wihrend im “i 
iibrigen alle wissenschaftlichen Fragen aus ,reinen* und apie is Gebieten beriick- 
sichtigt werden sollen. 

Die Zeitschrift erscheint zur Erméglichung raschester Verdtfentlichung zwanglos in einzeln 
berechneten Heften; mit etwa 40 Bogen wird ein Band abgeschlossen. 

Der Autor erhalt einen Unkostenersatz von RM 20.— fiir den 16seitigen Druckbogen, jedoch yi 
im Hichstfalle RM 30.— fiir eine Arbeit. Von der Schriftleitung angeforderte Referate werden ~ 

\ mit RM 100.— fiir den Druckbogen honoriert. 5 

Es wird ausdriicklich darauf aufmerksam gemacht, daB mit der Annahme des Manuskriptes . 
und seiner Veréffentlichung durch den Verlag das ausschlieBliche Verlagsrecht fiir alle Sprachen 
und Lander an den Verlag iibergeht, und zwar bis zum 31. Dezember desjenigen Kalender- 
jahres, das auf das Jahr des Erscheinens folgt. Hieraus ergibt sich, daf grundsi&tzlich nur 
Arbeiten angenommen werden kénnen, die yorher weder im Inland noch im Ausland yer- 
dffentlicht worden sind, und die auch nachtriglich nicht anderweitig zu veréffentlichen der 
Autor sich verpflichtet. 

‘Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklirung des Direktors oder eines " 
Abteilungsleiters beizufiigen, daB er mit der Publikation der Arbeit aus dem Institut bzw. — 
der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Aufnahmebedingungen se aa nim 
gemacht hat. . 

Die Mitarbeiter erhalten yon ihren Arbeiten 40 Sonderdrucke unentgeltlich. Weitere 160 Exem- 
plare werden, falls bei Riicksendung der 1. Korrektur bestellt, gegen eine angemessene Ent- ‘ 
schadigung geliefert. Dariiber hinaus gewiinschte Exemplare miissen zum Bogennettopreise 
berechnet werden. Mit der Lieferung von Dissertationsexemplaren befaBt sich der Verlag 
grundsatzlich nicht; er stellt jedoch den Doktoranden den Satz zur Verfiigung zwecks An- 
fertigung der Dissertationsexemplare durch die Druckerei. ne 
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Alle Manuskripte und Anfragen sind an den nachgenannten Herausgeber zu richten: 
Professor Dr, A. Rippel, Gottingen, AlbrechtstraBpe 6. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen Karls-Universitat 
in Prag.) 


Uber das Wirkstoffbediirfnis heterotropher Algen. 
IV. Mitteilung: 


_Aneurin als Wachstumsfaktor fiir Eugleninen. 
Von 
Karl Ondratschek. 
Mit 1 Textabbildung. 
(Eingegangen am 2. Mai 1941.) 


In den vorangegangenen drei Mitteilungen dieser Arbeitenreihe 
wurde die Aufgabe des Aneurins im Stoffwechsel verschiedener farbloser 
Flagellaten untersucht. Nachdem die Notwendigkeit dieses Wirk- 
stoffes fiir Chilomonaden, Polyblepharidineen und Polytomeen aufgezeigt 
worden war, sollte in Fortsetzung dieser Untersuchungen der Einflu8 
des Vitamins B, fiir einige Hugleninen untersucht werden. 


Zur Verfiigung standen Reinkulturen von drei griinen (Huglena 
viridis, E. gracilis und E. gracilis var. robusta) und drei farblosen Arten 
(Astasia longa, A. quartana, A. Chattoni). Die gritnen Arten werden 
seit langem im Dunkeln, also ausschlieBlich. heterotroph geziichtet, 
bei simtlichen ist das Assimilationspigment riickgebildet, sie erscheinen 
farblos. 

Einzelheiten iiber die Versuchsanstellung und ahnliches wurden 
in der ersten Mitteilung (Ondratschek 1940, 8.241) geschildert. Hier 
sei nur darauf verwiesen, da simtliche Versuche im Dunkeln gehalten 
wurden, um gegebenenfalls Versuchsfehler durch den KinfluB8 der 
Assimilation bei den griinen Arten zu vermeiden. 


Eigene Versuche und Ergebnisse. 
1. Einflup der Reaktion der Nihrlésung auf das Versuchsergebnis. 


Als notwendige Voraussetzung fiir alle iibrigen Versuche mufte in 
Vorversuchen der EinfluB der Reaktion auf die Vermehrung unserer Orga- 
nismen untersucht werden. Wir verwendeten die in den vorangegangenen 
Mitteilungen wiederholt angegebene Nahrlosung L 25a, die wir durch vor- 
sichtigen Zusatz von n/50 HCl bzw. NaOH auf nachstehende py-Stufen 
brachten: 

49, 4.8.) 5,1, °5,6, 6,0, 6,6, © 7,1,-. 7,6, 8,2. 

Die derart vorbehandelten Lésungen wurden zu je 100 ccm in Erlen- 
meyerkélbchen von 150 ccm Fassungsvermogen abgefiillt, sterilisiert und 
nach 24 Stunden mit einer Zellaufsechwemmung von 4 bis 5 Tage alten 
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Kulturen zu je einem Tropfen beimpft. Nach 25 Tagen erfolgten in der 
iiblichen Weise die Trockengewichtsbestimmungen, deren Ergebnis in 
Tabelle I zusammengefaBt ist. 

Wir ersehen aus Tabelle I, daf& eine Reaktion um py 6,5 fiir alle 
sechs untersuchten Organismen am giinstigsten wirkt (bezogen auf 
L25a!). Euglena gracilis var. robusta und Astasia longa vermehren sich 
auch bei px 6,0 sehr gut, A. quartana ebenso bei 7,0. Im allgemeinen 
mu festgestellt werden, daB das py-Optimum fiir die hier behandelten 
Eugleninen ziemlich eng begrenzt ist. Wie Tabelle I zeigt, haben Re- 
aktionen, die sich vom Optimum verhaltnismaBig wenig entfernen, 
bereits sehr ungiinstigen EinfluB auf die Vermehrung. 


Tabelle I. Einflu8 der Reaktion auf das Erntetrockengewicht. 
(Mittelwerte in mg/100 ccm/25 Tage). 


py-Stufen 
Arten 

42 | 48/51 | 56 | 60 | 6,6 711761] 82 
HBuglena viridts .......:s-- — | 20). 1 Soo Gale Oak | 12,6/| 10,3] 6,7} 0,5 
Euglena gracilis .......... — | 08} 2.5: 6,81 13,9 | 15,61.12:84 6,0 ee 
Euglena gracilis var. robusta || 0,3°| 2,0 | 6,3 | 16,7 | 24,8 25,1 / 20,1; 8,8) 2,6 
Astasia, longus ner ee — | 1,2 | 9,9 | 24,1 | 26,0 | 25,8|18,6| 4,5] 0,9 
Astasia quartana .......... == ie — sal Sate 6,0 sidtbee 20,1 | 19,8) 9,6] 1,1 
Astasia Chattoni .......... — | — | 0,2 | 3,9 | 12,8) 25,2 | 22,3 | 12.2 | 2,3 
2. Hinflup des physiologischen Zustandes des zur Beimpfung einer Ver- 


suchslésung verwendeten Zellgemisches auf das Ergebnis. 


In ahnlicher Weise wie in den vorangegangenen Mitteilungen 
sollte auch hier einleitend untersucht werden, welchen EinfluB der 
Lebenszustand des Impfmaterials auf das Versuchsergebnis nimmt. 
Wie bereits frither (Ondratschek 1941a) festgestellt wurde, unterschieden 
sich Hugleninen beziiglich ihrer Formvariabilitat wesentlich von allen 
anderen bisher untersuchten Arten, Wahrend bei anderen systematischen 
Gliederungen angehérenden Flagellaten in der Regel Zellen im Normal- 
zustand von solchen in Degeneration befindlichen verhaltnismaBig 
leicht zu unterscheiden sind, andert sich bei Hugleninen die Zellform 
im Laufe der Degeneration nicht, lediglich der Grad des Reservestoff- 
gehaltes bietet einen Hinweis auf den physiologischen Zustand der 
Zelle. Zur Beimpfung der eingangs erwaihnten Versuche diente einer- 
seits ein Zellgemisch, das in kurzen Abst&énden mehrere Male in frische 
Nahrlésung tibertragen wurde (Zellen im Normalzustand), anderer- 
seits ein Zellgemisch aus 3 Monate alten Kulturen (Zellen in Degeneration 
begriffen). 

Die Versuche wurden in Réhrchen mit 10 cem Nahrlésung durch- 
gefiihrt. In Abstinden von 2 Tagen wurde die Zunahme der Zahl der 
Zellen im cmm festgestellt, Uberraschenderweise zeigten sich hier sehr 
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bald andere Verhaltnisse, als wir sie nach den Erfahrungen mit den 
friiher behandelten Organismen erwartet hatten. Es zeigte sich namlich, 
da der physiologische Zustand der zur Einsaat gelangenden Zellen 
einen nur sehr unwesentlichen Hinflu8 auf die Vermehrung nimmt. 
Praktisch ist er belanglos, wie die in Tabelle IT auszugsweise zusammen- 
gestellten Zahlen zeigen. 


Tabelle II]. Einflu8 des Lebenszustandes auf die Zunahme der 
Zahl der Zellen im cmm. 


Tapense Versuchsdauer in Tagen 


zustaud * || 


Arten T ; 
4 8 j= 42 16 20. | 25 30 


Bis t8. 20 | 50 | 150 | 480 | 820} 820) 820 
Huglena viridis -......... 15 | 35|110| 360 | 710| 750| 780 


oA 


se { N 20 | 80 | 210 | 510 | 1000 | 1010 1020 

Euglena gracilis.......... \ D 10 | 25! 801 290 | 780! 900! 950 
AE N 30 |100 | 260 | 670 | 1460 | 1500 | 1500 

Buglena gracilis var. robusta D 10 | 40 | 180 | 520 | 1120/1450) 1460 
Aeaeic li | N 15 | 45 | 165 | 670 | 1220) 1250) 1250 
ee ee ee viee i 10 | 25| 95 | 320) 780} 1060) 1180 
bate f N 10 | 40 | 120 | 480 | 1010 | 1020) 1020 
SLASIA TUATIANA .....-++-. | D 10 15 65 290 610 980 980 
ET Aen Chatter. N 20 | 50 | 200 | 710 | 1200 | 1200} 1250 
amr eR aa Wey sett D 10 | 25 | 100 | 420 | 950| 1080] 1110 


* N = Normalzustand (4 Tage alte Kulturen), D = Degenerationszustand (3 Monate alte 
Kulturen). 


Aus der eben besprochenen Versuchsreihe kénnen wir noch ein 
zweites Ergebnis ersehen, das fiir die weitere Durchfiihrung dieser 
Arbeit von Bedeutung ist. Wahrend 
bisher beiallen untersuchten hetero- 
trophen Flagellaten die Vermehrung 
2 bis 3 Tage nach der Beimpfung 
eines Versuchs in starkem MaSe 
 eingesetzt hatte und am 8. bis 
10. Tage der Versuchsdauer bereits 
der Héhepunkt erreicht war, sehen 
wir hier einen bedeutend lang- 
sameren Anstieg der Vermehrung. 
Erst am 20. Versuchstage werden 
maximale Zellzahlen im emm bzw. 
Trockengewichte festgestellt. In 


7700,- Poly tomeen, Poly blenharidineen, Chilomanaden 


; ste Nias JP ele [eet SS Ly 
Abb. 1 wird in etwas schemati- OPEG PURE a @ DLA B silage 
; Versuchsdauer 
i durch 
sierter Form dieser Befund Abb.1. Abweichender Verlauf der Ver- 
zwei Kurven wiedergegeben. mehrung bei Eugleninen (schematisch). 
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3. Hinflug der Impfmenge auf das Versuchsergebnis. 


Zur Untersuchung dieser Frage wurde die iibliche Nahrlésung L 25a 
zu 100 cem in Kélbchen sterilisiert und mit verschieden groBen Mengen 
der gleichen Zellaufschwemmung beimpft. Die nach 25 Tagen durch- 
gefiihrten Trockengewichtsbestimmungen zeigten (Tabelle ITI), da mit 
steigenden Impfmengen auch der Ernteertrag zunimmt. Wahrend bei 
den friiher untersuchten Organismen die Menge der zur Beimpfung 
verwendeten Zellaufschwemmung bedeutungslos war, miissen wir bei 
Eugleninen stets die gleiche, definierte Impfmenge verwenden, um 
vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. 

Die folgenden Versuche werden durchwegs mit 0,03 ccm einer 
Organismenaufschwemmung von rund 50 Zellen im cmm auf 250 cem 
Versuchslésung beimpft. 

Tabelle IIT. 
Einflu8 der Impfmenge auf die Trockensubstanzbildung. 
(Mittelwerte in mg/100 cem/25 Tage.) 


Impfmenge 
Arten 

0,01 cem | 0,02 cem | 0,05 cem | 0,lcem | 0,3 cem | 0,5cem 
Euglena viridis ........... | 12,9 13,5 16,9 18,5 22,0 22,5 
Euglena gracilis .......... || 15,0 1D. Sout sees 22,7 24,5 26,3 
Euglena gracilis var. robusta || 26,2 27,4 29,1 33,6 34,8 37,1 
FA SIA SICLELON OCA ara tani 24,6 26,2 27,5 29,0 SU 34,7 
Astasia quartana ......... 23,8 | 26,1 28,6 29,8 33,0 35,2 
Astasia Chattoni .........5 | 20,4 22,5 25,4 26,7 28,2 30,5 . 


4. Vorversuche tiber den Einflug von Aneurin auf die Vermehrung. 


Die ersten Versuche dieser Reihe sollten sich mit der Feststellung der 
Notwendigkeit oder Entbehrlichkeit von Aneurin fiir Hugleninen be- 
fassen. Zu diesem Zweck wurde die Nahrlésung L25a durch Aus- . 
schiitteln mit Carboraffin von Wirkstoffen gereinigt und zum Teil 
mit Aneurin versehen. Die beimpften Versuche zeigten nach 25 Tagen 
nur bei Luglena gracilis var. robusta ein eindeutiges Ergebnis, alle anderen 
Arten vermehrten sich auch mit Aneurinzusatz sehr schlecht. Der Ge- 
danke, dafs es sich hierbei in ahnlicher Weise wie in der dritten Mit- 
teilung bei Polytomeen aufgezeigt worden war, um einen Mangel an 
Pseudowachstumsfaktoren (Spurenelementen) handeln kénne, bot die 
Veranlassung fiir die Durchfiihrung etlicher Versuchsreihen mit ver- 
schiedenen Spurenelementen. In der Hauptsache konnte auch hier 
wieder Zink als das fehlende Element nachgewiesen werden. Finzel- 
heiten werden, wie bereits friiher angekiindigt, in einer besonderen 
Mitteilung iiber den Mineralsalzbedarf heterotropher Flagellaten be- 
handelt. Hier soll nur an Hand der Tabelle IV aufgezeigt werden, welche 
vermehrungsfordernde Bedeutung dem Zink zukommt. 
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Tabelle IV. Einflu8B von Zink auf die Trockensubstanzbildung. 
(Mittelwerte in mg/250 ccm/25 Tage.) 


Nihrlésungen 

Kets mit Carboraffin ausgeschiittelt L 25a 

unbebandelte : * 

L 25a ohne Zusatz | mit Aneurin le 
Euglena viridis ........... 49,8 0,2 1,8 50,1 
Huglena gracilis .......... 61,2 0,2 2,5 60,9 
Euglena gracilis var. robusta 80,6 1,2 78.6 81,2 
A SIOSUCMLONOUN . weromciae «(ee + 78,9 0,3 1,4 80,2 
Astasia quartana .......... 66,5 0,1 2 67,0 
Astasia Chattoni .......... 76,7 0,5 1,6 76,6 


Samtliche in Tabelle V und den folgenden behandelten Versuche 
wurden daher mit 10-8°% Zink versehen. 


d. Die Bedeutung von Aneurin fiir die Trockensubstanzbildung mit ver- 
. schiedenen Stickstoffquellen. 

Zur Verwendung gelangten die nachstehenden Nahrlésungen, die derart 

bereitet wurden, da®B zu einer Grundlésung von 0,01% MgSO,, 0,01% 


K,HPO,, 0,001% CaCl, und 0,0001% FeCl, die folgenden Kohlenstoff- 
und Stickstoffquellen zugesetzt wurden: 


Nahrlosung A: 0,2% Na-Acetat und 0,1% Pepton Vaillant; px 6,5 


ms O21 He » 0,1% N als Glykokoll; px 6,6 
re C0520, “A » 0,1%N ,, Asparagin; px 6,5 
53 IDE OE a4 pe OGIWGE NOG, IRE INOS Case zh 
> E: 0,2% 2 op MOSIEO Es IN| pan TNO? pu 6,5 
- Ie Oa a fe SISA IST Es INE ACIS pu 6,7 
$s G: 0,2% NH,-Acetat; pu 6,6 


Die Konzentration der einzelnen Stickstoffquellen wurde mit Ausnahme 
des Pepton Vaillant so gewahlt, dafi in allen Fallen die gleiche Menge an N 
zagesetzt wurde. Die Versuche geschahen durchwegs mit 250 cem Nahr- 
lésung, wobei durchwegs 10-*°% Zink und mit Ausnahme der Kontrollen 
10-4% Aneurin zugesetzt wurden. 


Die. Trockengewichtsbestimmungen hatten das folgende Ergebnis: 


Nahrlésung A (Pepton Vaillant als Stickstoffquelle): — 
Die erlauternden Zahlen sind in Tabelle V zusammengestellt. Das 
nicht vorbehandelte Pepton Vaillant bietet auch fiir Hugleninen geniigend 
Wirkstoffe, der Unterschied in der GroBe der Ernteertrage der aneurin- 
haltigen und aneurinfreien Kulturversuche ist unbetrachtlich. Bei Ver-. 
wendung eines durch Ausschiitteln mit Carboraffin von Wirkstoffen 
befreiten Peptons zeigt sich bei Vorhandensein von Zink eine kraftige 
Aneurinwirkung. 
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Tabelle V.. Trockensubstanzbildung bei Pepton Vaillant als 
Stickstoffquelle. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/25 Tage.) 


Unbehandeltes Pepton getty bog aah 
easly mit | ohne mit ohne 
aimee Aneurin | Faktor Aneurin | Aneurin Faktor 
| | 

Euglena viridis ....7...... 48,6 hy RO een 0 48,5 . 0,8 60,6 
Euglena gracilis ........... 60,2 59,6 1,01 69,3 jeee.0 59,3 
Euglena gracilis var. robusta || 80,2 80.0 | 1,00 81,0 1a} 62,3 
A Siastd) LONG, eee eee 79,8 76,5 1,04 80.2 1,2 66,8 
Astasia quartana .......... 65,9 63,2 | 1,04 65,1 ist 59,2 
Astasia Chattoni .......... Rates (OA aedS 75,8 £2 63,3 


Nahrlésung B und C (Aminosaurenals Stickstoffquellen): 
In Tabelle VI sind die wichtigsten Ergebnisse der Trockengewichts- 
bestimmungen zusammengestellt. In den fritheren Mitteilungen konnte 
gezeigt werden, da die normale Handelsware der beiden Aminosaéuren 
geniigend Wirkstoffe besitzt, um die Vermehrung gewisser farbloser 
Flagellaten zu erméglichen. In der vorliegenden Versuchsreihe konnte 
dieser Befund auch fiir Hugleninen als giiltig aufgezeigt werden. Werden 
hingegen besonders gereinigte Praparate verwendet, dann ist die Aneurin- 
wirkung, wie aus der Berechnung der Vermehrungsfaktoren (um 100) 
hervorgeht, betrachtlich. 

Tabelle VI. 
Trockensubstanzbildung bei Aminosiuren als Stickstoffquellen. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/22 Tage.) 


Glykokoll Asparagin 
Arten : I | . h 

| Peale nearit Faktor G sett treats Faktor 
Huglena viridis ........... 45,9 0,4 114,9 46,2 0.4 111,5 
Euglena gracilis ........... 60,2 0,5 112,2 || 58,6 0,6 97,6 
Euglena gracilis var. robusta | 78,6 0,7 LID 1 & 7b58 7" 8 94,7 
Astasiatlongd Gono ae meee TRLD Hig 0% 111,8 78,5 0,8 98,1 
Astasia quartana .......... 66,19 80;6 110,1 65,3 0,7 93,4 
Astasta Chationt 2.00... . 75,8 0,7 | 108,2 78,6 ,| 0,8 98,2 


Nahrlésung D (NH,NO3 als Stickstoffquelle): In Tabelle VII 
sind die Erntegewichte und die zugehérigen Faktoren zusammengestellt. 
Die vorliegenden Versuche zeigten, da simtliche untersuchten Eugle- 
ninen ihren Stickstoffbedarf mit NH,N Oz als N- Quelle decken kénnen. 
Die Aneurinwirkung ist hier besonders deutlich bemerkbar. 

Nahrlésung E und F (KNO, bzw. NH,Cl als Stickstoff- 
quellen): Die Ergebnisse der Trockengewichtsbestimmung zeigt 
Tabelle VIII. Die Versuchsreihe zeigt, da& die drei untersuchten 
Euglena-Arten Ammon- und Nitratstickstoff gleich gut auswerten 
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Tabelle VII. 
Trockensubstanzbildung bei NH,NO, als Stickstoffquelle. 


(Mittelwerte in mg/250 ccm/25 Tage.) 
ee 


Arten Mit Aneurin Obne Aneurin Faktor 
LCR OMIITLALS © ota oe te et Oe 50,2 0,4 125,6 
PIGEON GTOCUUS ge Worl s «do eP le aes sale 59.8 0,5 119,8 
Euglena gracilis var. robusta ...... 76,8 0,6 127,8 
ZNSOSIG) LOIS iene 6 een Wea A ae 80,2 0,6 | ays) 33 
EPSUDSU ARG LATLOMG ay eeet eo xsvecle cs. 65,6 | 0,5 node 
FA SLCSUD™ ONOLLON GSS ee Lhe schon 75,8 0,6 126,7 


Tabelle VIII. Trockensubstanzbildung bei Ammon- und Nitrat- 
stickstoff als Stickstoffquellen. 


(Mittelwerte in mg/250 cem/23 Tage.) 


Ammonstickstoff Nitratstickstoff 
Arten F fs 
it hne t h 
ea | eatin Faktor atin eee Faktor 

PLU ONC UITIGLS > svonh susheie 2 olan 40,8 0,4 102,0 36,8 | 0,4 92,0 
Huglena gracilis. .......... 45,6 0,5 91,2 || 38,0 0,4 95,0 
Huglena gracilis var. robusta 68,3 ON7 97,6 56,2 0,6 93,7 
FASHLSIGALONGGS OE ee eet 12,6 0,7 103,6 Ugo = _— 
Astasia quartana .......... 58,6 0,6 97,3 6,2 = — 
Astasia Chattoni .......... GS ORs Os 98,7 CA — — 


k6énnen, wahrend die Astasia-Arten iippige Vermehrung nur mit NH,Cl 
zeigen. In aneurinhaltigen Nahrldsungen koénnen sie in bescheidenem 
MaBe auch KNO, verwenden. 

Nahrlésung G (Ammonacetat als Kohlenstoff- und Stick- 
stoffquelle): Tabelle IX gibt eine Zusammenstellung der wichtigsten 
Ergebnisse. Wie bereits frither (Ondratschek 1940, S. 251) angegeben 
wurde, ist Ammonacetat nur unter besonderen Vorsichtsmafregeln 
verwertbar. Werden die in der angegebenen Arbeit im einzelnen aus- 
einandergesetzten Bedingungen eingehalten, so vermégen auch unsere 


Tabelle IX. Trockensubstanzbildung bei Ammonacetat als 
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. 


(Mittelwerte in mg/250 ccm/25 Tage.) 


Ubliches Priparat Mit zusitzlicher N- Quelle 
Arten 5 h it fine 

(ate Roisin Faktor . Naeuin ned Faktor 

Euglena viridis ........... 30,4 0,4 76,0 48,2 0,4 120,5 
Euglena gracilis .......... 36,0 0,4 90,0 55,6 0,5 dae? 
Euglena gracilis var. robusta 45,9 0,6 76,5 75,3 0,6 125,5 
PAGIGSU LONGO Mas vcuskelanre aie 57,6 0,7 82,3 15,8 0,7 108,3 
Astasia quartana .......... 42,5 0,5 85,0 60,5 0,5 121,0 
Astasia Chattone ........-- 39,4 0,5 78,8 71,8 0,6 119,7 
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Eugleninen ihren C- und N-Bedarf aus dem Ammonacetat zu decken, 
allerdings bleiben die Ernteertrige hinter den bisher erzielten zuriick. 
Wie in der letzten Mitteilung bei Polytomeen (Ondratschek 1941, c) auf- 
gezeigt werden konnte, hat dies seine Ursache in dem etwas zu geringen 
Stickstoffgehalt des Ammonacetats. Wird der Stickstoff in ent- 
sprechendem Mafge (s. die oben angegebene Arbeit) zusatzlich geboten, 
dann werden normale Ernten hervorgebracht. 


6. Untersuchung der Beziehungen zwischen der Konzentration der C- 
und N-Quelle und der Trockensubstanzbildung. 


Die weiter oben angegebene Nahrlésung D wurde fiir die einzelnen 
Versuchsgruppen derart abgedndert, da jeweils ein Bestandteil in 
seiner Konzentration variiert wurde. In der folgenden Besprechung 
der Versuchsergebnisse wird der Ubersichtlichkeit halber nur von den 
wichtigsten Ergebnissen ein Mittelwert eingefiihrt. 

Na-Acetatkonzentration und Ernteertrag: Tabelle X gibt 
einige der gefundenen Werte wieder. Der Acetatgehalt der Lésung D wurde 
von 0,001 bis 0,1 % variiert. Wie die genannte Tabelle zeigt, tritt die 
erste, quantitativ noch schwer zu erfassende Vermehrung bei 0,025 % 
Natriumacetat ein, also bei einer bedeutend héheren Konzentration 
als dies bei den bisher untersuchten Flagellaten der Fall war. Durch 
steigende Konzentration nehmen auch die jeweiligen Erntegewichte 
zu, wobei die Zunahme von 0,1 % an nur sehr gering ist. Ein Absinken 
der Ertrige mit Konzentrationen tiber 0,25% Acetat, wie dies bei 
anderen Flagellaten der Fall ist, tritt hier nicht ein. 


Tabelle X. EinfluB verschiedener Konzentrationen von Natrium- 
acetat auf die Trockensubstanzbildung. 


(Mittelwerte in mg/250 cem/25 Tage.) 


Na-Acetat Euglena Euglena | Euglenagracilis| Astasia Astasia Astasia 
in .% viridis gracilis var. robusta longa quartana Chattoni 
1,0 61,2 64,3 81,6 82,3 71,2 79,6 
0,75 50,8 63,1 81,0 81,1 70,6 78,8 
0,50 50,5 62,5 81,0 81,4 70,5 78,3 
0,25 50,2 61,0 79,6 81,2 70,2 78,6 
0,10 41,2 46,7 50,2 61,6 89,7 42.8 
0,075 12,1 10,8 14,7 20,1 13,6 14,8 
0,050 4,3 2,8 8,5 6,7 4,3 2,7 
0,025 32 0,2 0,8 0,3 0,2 Hu 
0,010 — — 32 -— = = 
0,0075 — — — — ~ = 
0,0050 — — — — — = 
ohne Acetat = — as td — aah 


Stickstoffkonzentration und Ernteertrag: Die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe finden sich in Tabelle XI. Der NH,NO,-Stickstoff 
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Tabelle XI. EinfluB der Stickstoffkonzentration auf die Trocken- 
substanzbildung. 


(Mittelwerte in mg/250 ccm/25 Tage.) 
ee 


N Hy NO3-N Euglena Euglena Euglena gracilis Astasia Astasia Astasia 
TNA viridis gracilis var. robusta longa quartana Chattoni 
Om 48,5 60,8 81,2 79,6 ZAWX0) 80,4 
10%? 48,7 61,5 82,6 19,7 70,2 81,2 
TOR 16,8 alee 30,6 . 28,9 22,1 35,8 
10-4 3,5 46 5,9 4,1 3,2 4,0 
10-5 2 2 2 3 2 0,2 
10-6 a ae ie aes = sos 
ohne ee 

N H, N O 3 % -F ai Py i it 


wurde in Konzentrationen von 10-! bis 10-6% geboten. 10-5% N 
erlauben die erste noch auBerst geringe Vermehrung, maximale Ertrage 
werden mit 10-2% N erzielt. 


7. Der HinfluB verschiedener Aneurinkonzentrationen auf das EHrnte- 
trockengewicht. 


Zur Verwendung gelangte die weiter oben in ihrer Zusammensetzung 
naher angegebene Nahrldsung D. Der Aneurinzusatz erfolgte in Kon- 
zentrationen von 10-2 bis 10-19%. In Tabelle XII sind die Ergebnisse 
der Trockengewichtsbestimmungen sowie die berechneten Vermehrungs- 
faktoren zusammengestellt. Die Versuche zeigten, da8 das Aneurin- 
Optimum fiir die einzelnen untersuchten Arten verschieden ist und daB 


Tabelle XII. Einflu8 der Aneurinkonzentration auf die Trocken- 
substanzbildung. 


(Mittelwerte. T= Trockengewicht in mg/250 ccm/23 Tage, F = Ver- 
mehrungsfaktor.) 


Aneurinkonzentration in % 

Arten ts 
10-2 | 10-8 | 10-4 | 10-5 | 10-6 | 10-7 | 10-8 | 10-9 |10-10] ohne 
dis {|| Z| 361] 48,3) 48,1] 50,5] 31,2) 8,5) 1,3] 0,8 | 0.4 | 0,4 
Euglena viridis || w || 90,4|190,9/120,1/126.1, 77,9 21,3] 3.3] 2,0 | 10) — 
sig {|| © || 53:6) 60,2! 61,3) 42,6] 12,0] 3,2] 1,5) 1,1 | 0.8 | 0,6 
Huglena gracilis || || g9°3'100,3102,3) 71,0, 20,0) 5,3| 2,5) 1,8 10) — 
Euglena ie T || 56,8] 72,5) 78,3} 80,1) 82,5] 61,3|20,8| 4,5 | 1,2 | 0,8 
var. robusta F || 71,0] 90,8) 97,1/100,1/103,1| 64,1 | 26,0] 5,6 | 1,5 | — 
T || 71,5] 79,6] 81,2] 58,6) 24,2) 78] 2,1] 1,0 | 0,87) 0,8 
Astasia longa | F || 89,5) 99.4/101,3] 73,2) 30,2) 9,7} 2,6/ 1,2 | 1,0 | — 
T || 47,2] 60,8) 69,7/ 41,6] 17,6) 5,2| 2,4} 1,2 | 0.9 | 0, 

Astasia quartana | F || 78,7/101,2/116,0| 69,2} 29,3} 8,7; 4,0, 2,0 | 1,5 
T || 70,7] 77,3| 80,1| 59,7| 20,2] 6,3] 2,4] 1,2 | 0,8-0,7 
Astasia Chatton | F || 101,0/110,4/114,4) 85,3] 28,9) 9,0] 3,4] 1.8 | 11 | — 
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nicht nur suboptimale, sondern auch supraoptimale Konzentrationen 
das Erntetrockengewicht verhaltnismaBig rasch absinken lassen. Die 
einzelnen Versuche zeigten fiir die untersuchten Eugleninen folgende 
Konzentrationen als optimal: 


Huglena viridis .......... 10-°% Astasia longa..........- Tea 
Huglena gracilis .........- 10-4% <Astasia quartana........ 10=% 
Euglena gracilis var, robusta 10-°%  Astasia Chattoni........ 1OSSOR 


8. Vergleich der Aneurinwirkung mit der eines Thiazol-Pyrimidin- 
Gemisches. 


In gleicher Weise wie dies in einigen vorangegangenen Unter- 
suchungen geschehen war, erfolgte auch hier die Feststellung der Wir- 
kung der Bestandteile des Aneurinmolekiils auf die Vermehrung. 

Die in Tabelle XIII zusammengestellten Ergebnisse der Trocken- 
gewichtsbestimmungen zeigen, daB ein Thiazol-Pyrimidin-Gemisch in 
allen Fallen Aneurin zu ersetzen vermag, daf also alle untersuchten 
Eugleninen imstande sind, die Synthese von Thiazol und Pyrimidin zu 
Aneurin durchzufiihren. Thiazol allein vermag fiir die untersuchten 
Euglena-Arten das Aneurin nahezu restlos zu ersetzen, Huglena ist 
demnach fahig, Pyrimidin selbst zu bereiten, waihrend die Astasien 
mit einem alleinigen Zusatz von Thiazol nur rund 50 v. H. der normalen 
Ernten liefern, also teilweise das Vermégen zur Pyrimidin-Synthese 
eingebiiBt haben miissen. Der Zusatz von Pyrimidin allein erméglicht 
in allen Fallen nur eine sehr geringe Ernte. Wenn beriicksichtigt wird, 


Tabelle XIII. Einflu8 von Aneurin und seinen Komponenten auf 
die Trockensubstanzbildung. 
(Mittelwerte in mg/250 cem/25 Tage.) T = Trockengewicht, F = Ver- 
mehrungsfaktor.) 


Wachstumsfaktoren 


Arten ae | Thiazol 

eau ‘ain | rtia°! ae ohne’ 
Bipicd aaiatl ie eel (| Z | Sor) 430 | 58 | 29 | 06 
Briglena, gracilia..... 2.6 {| | S94] os | oa | 24.) 
Huglena gracilis var. robusta | 2 ie. ah an ri i 
Astas~a longa = o> .see meas - na Bas oe iy Oh 
Astasia quartana ......... ! i Hes sa a a Ue 
Astasia Chattoni ......... bla ae loge ay Yi 04 
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daf unser Pyrimidinpraparat infolge der Herstellungsweise sicher noch 
Spuren von Thiazol enthalt, kann angenommen werden, da} simtliche 
untersuchten Arten nicht imstande sind, mit Pyrimidin allein sich zu 
vermehren. Das Vermégen zur Thiazolbildung ist also restlos verloren- 
gegangen. 

Besprechung der Versuchsergebnisse. 


In den drei vorangegangenen Mitteilungen dieser Arbeitenreihe 
wurden Untersuchungen besprochen, welche die Bedeutung eines Wirk- 
stoffes — Aneurin — fiir Chilomonaden, Polyblepharidineen und Poly- 
tomeen aufzeigten. In Fortsetzung dieser Arbeiten und zum vorlaufigen 
Abschlu8 erfolgte hier die Untersuchung einer weiteren Gruppe hetero- 
tropher Flagellaten, der Eugleninen. Die vorliegenden vier Mitteilungen 
umfassen somit alle Gruppen farbloser Flagellaten, von denen Vertreter 
bisher in Reinkultur gewonnen werden konnten. 

Vorversuche hatten ergeben, da die Bedeutung des physiologischen 
Zustandes eines Zellgemisches, das zur Beimpfung einer Versuchsreihe 
verwendet werden soll, bei Hugleninen bei weitem nicht in dem Mafe 
vorhanden ist, wie dies bei den anderen oben genannten Gruppen 
farbloser Flagellaten der Fall ist. Die nur in einem vermehrten Reserve- 
stoffgehalt erkennbare Degeneration der hier untersuchten Flagellaten- 
Arten ist so geringfiigig, daB sie bei der Durchfiihrung verschiedener 
Versuchsreihen kaum zum Ausdruck kommt. Das gleiche Verhalten 
wurde bereits frither (Ondratschek 1941 c) bei ernahrungsphysiologischen 
Untersuchungen festgestellt. Die Impfmenge erwies sich hier im Gegen- 
satz zu friiheren Ergebnissen als ein fiir den endgiiltigen Ernteertrag 
nicht unwesentlicher Faktor. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, 
muften simtliche Versuche mit einer definierten Impfmenge versehen 
werden. 

In dhnlicher Weise wie dies fiir Polytomeen bereits frither geschehen 
- war, konnten auch hier anfangliche Mi®erfolge durch den Mangel an 
Zink erklart werden. Zink ist fiir alle untersuchten Hugleninen lebens- 
notwendig. 

Nach Feststellung dieser Ergebnisse, welche fiir die Durchfithrung 
der eigentlichen Untersuchungen erst die Voraussetzung bilden, konnte 
die Analyse des Aneurineinflusses quantitativ vorgenommen werden. 
_Ausgehend von chemisch undefinierten Stickstoffquellen, wie Pepton 
Vaillant, wurde iiber Aminosduren zu sehr einfach gebauten anorgani- 
schen Verbindungen geschritten, wobei in allen Fallen die Bedeutung 
von Aneurin als Wachstumsfaktor eindeutig, und zwar fiir alle unter- 
suchten Organismen aufgezeigt werden konnten. 

AnschlieBende Versuchsreihen hatten die Untersuchung der Zu- 
sammenhange zwischen der Konzentration der Kohlenstoff- und 
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Stickstoffquelle und der zugehérigen Erntemenge zur Aufgabe. Der 
Ernteertrag wird einmal durch die Mengen des vorhandenen Acetats 
bestimmt, wobei das Optimum bei rund 0,1°% Na-Acetat liegt, zum 
anderen Male durch die Konzentration an Stickstoff, wobei 0,01 % N 
am giinstigsten wirkt. Zwischen der gegebenen Stickstoff-Konzentration 
und der zugehérigen giinstigsten Aneurinmenge herrschen auch hier 
dieselben GesetzmaBigkeiten, wie sie Schopfer (1939) aufgezeigt hat 
und wie wir sie wiederholt bestatigen konnten. Das Aneurin-Optimum ~ 
ist fiir die einzelnen untersuchten Arten verschieden. LHuglena viridis 
liefert die gré8ten Ernten mit 10-5°% Aneurin, Huglena gracilis var. 
robusta mit 10-6%, fiir H. gracilis, Astasia longa, A. quartana und 
A. Chattoni sind 10-*°% Aneurin am giinstigsten. 


Zusammenfassung. 


Die vorliegende Arbeit zeigt die Bedeutung von Aneurin als Wachs- 
tumsfaktor fiir farblose Flagellaten auch fiir die Gruppe der Hugleninen 
als zutreffend auf. Es kann durch ein Thiazol-Pyrimidin-Gemisch voll- 
standig, durch Thiazol mindest teilweise ersetzt werden. Das Aneurin- 
Optimum ist fiir einzelne Arten verschieden, es bewegt sich zwischen 
10-4 und 10-6 %. | 

Die Ernteertrage werden bei Vorhandensein einer optimalen 
Aneurinmenge durch den C- und N-Gehalt der assimilierbaren Nahr- 
stoffe quantitativ bestimmt. 
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Uber den Mineralsalzbedarf 


heterotropher Flagellaten. 
Von 
Karl Ondratsechek. 


(Hingegangen am 2. Mai 1941.) 


Die Erkenntnis, daB die Untersuchung des Mineralsalzbedarfes 
hdherer Pflanzen nur schwer ursichliche Zusammenhange zwischen 
dem Ablauf von Stoffwechselvorgingen und dem Mineralsalzbedarf 
liefern kénnte, hat bereits frithzeitig dazu gefiihrt, einzellige Organismen 
fiir ahnliche Untersuchungen heranzuziehen. Meist waren es griine 
Flagellaten, bei denen die Beziehungen zwischen Kohlensaureassimilation 
und Mineralstoffwechsel naiher betrachtet wurden. Eine kurze Be- 
sprechung der wichtigsten Arbeiten findet sich bei Pirson (1937). Dem 
Mineralsalzbedarf heterotropher Mikroorganismen wurde hingegen 
geringe Beachtung geschenkt, meist erfolgte nur die Untersuchung der 
Notwendigkeit von Spurenelementen. 


Im Laufe der Untersuchung des Wirkstoffbedarfes einer gréBeren 
Reihe heterotropher Flagellaten (Ondratschek 1940/41) erfolgten die ersten 
vorlaufigen Feststellungen iiber die Anspriiche dieser Organismen an 
anorganische Nahrstoffe, wobei gleichzeitig auch die jeweils auf die 
Trockensubstanzbildung am giinstigsten wirkende Konzentration be- 
stimmt wurde. Als weitere der oben angegebenen Untersuchungen 
auch die Notwendigkeit zur Beachtung der Bediirfnisse an Spuren- 
elementen aufzeigten, machte es die hier eingeschlagene Arbeitsrichtung 
zwangslaufig zur Pflicht, die Anspriiche heterotropher Flagellaten beziiglich 
der anorganischen Nahr-, gegebenenfalls Wirkstoffe in einer eigenen 
Arbeit zu untersuchen. Die Fortschritte der analytischen Chemie, 
besonders der Mikrochemie, haben uns die nétigen Unterlagen geliefert, 
um diese Arbeit in méglichst genauer Weise durchfiihren zu k6nnen. 

Im folgenden soll als erstes die Untersuchung des Bedarfes an 
anorganischen Nahrstoffen erfolgen, wobei vorerst den Spurenelementen 
nur insofern Beachtung geschenkt wird, als dies in den friitheren Arbeiten 
(Ondratschek 1941) als notwendig aufgezeigt wurde. Erst nach Abschlu8 
dieser Versuchsreihen soll die Untersuchung des Bedarfes an Spuren- 
elementen vorgenommen werden. Bereits einleitend sei festgestellt, 
da& ein grundsatzlicher Unterschied zwischen Nahrelementen und 
Spurenelementen damit nicht gemacht werden soll. Wir wollen lediglich 
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in der bisherigen Weise unter ,,Nahrelementen“ jene verstehen, die in 
gréBerer Konzentration vorhanden sein miissen, um eine gute Ver- 
mehrung zu gewihrleisten, wahrend die Bezeichnung ,,Spurenelemente* 
fiir solche zur Anwendung gelangt, die in erheblich geringerer Konzen- 
tration notwendig sind. Sie sind in nicht besonders gereinigten 
Praiparaten meist von vornherein enthalten. Der Gebrauch dieser 
beiden Begriffe soll nichts iiber eine etwaig verschiedene physiologische 
Bedeutung aussagen. Es ist bis jetzt ungeklart, ob jene Nahrelemente, 
die nur in sehr geringen Mengen notwendig sind, als Pseudowachstums- 
faktoren (Schopfer 1939) wirken. Vorerst scheint es zweckmaBiger, die 
wirksame Konzentration eines notwendigen Elements in dieser Be- 
ziehung auBer acht zu lassen und zwischen ,,Nahrelement*‘ und ,,Spuren- 
element‘ (im bisherigen Sprachgebrauch) keine grundsitzlichen Unter- 
schiede zu machen. 


Methodik und Versuchsobjekte. 


Beziiglich der Durchfiihrung der ernahrungsphysiologischen Ver- 
suche sei auf eine frithere Mitteilung (Ondratschek 1940) verwiesen, 
in welcher Kinzelheiten titber die genaue Art der Versuchsanstellung 
sowie der Trockengewichtsbestimmung angegeben wurden. Eine 
Schilderung der Methodik zur Untersuchung der Bedeutung von Spuren- 
elementen fiir die Ernahrung heterotropher Flagellaten wird aus Griinden 
der Zweckmafigkeit unmittelbar bei den diesbeziiglichen Versuchsreihen 
gegeben. Zur Untersuchung gelangten folgende, beziiglich ihrer Variabili- 
tat und ihres Wirkstoffbediirfnisses genau bekannte Flagellaten-Stamme : 


A. Cryptomonades. 


Chilomonas paramaecium Ehrenberg Chilomonas longata Ondratschek 
Chilomonas oblonga Pascher Chilomonas globosa Ondratschek 
Chilomonas coniformis Ondratschek 


B. Volvoeales. 
a) Polyblepharidineae. 


Polytomella agilis Aragao - Polytomella globosa Pascher 
Polytomella caeca Pringsheim 


b) Chlamydomonadineae. 


Polytoma uvella sensu strictu Polytoma papillatum Pascher 
Ehrenberg Polytoma cylindraceum Pascher 

Polytoma minus Pascher Polytoma ocellatum Francé 

Polytoma obtusuwm Pascher var. Polytoma tetraoleare Pascher var. 
stigmata Ondratschek astigmata Ondratschek 

Polytoma majus Pascher var. Polytoma dorsiventrale Pascher var. 
astigmata Ondratschek astigmata Ondratschek 

Polytoma angustum Pascher Polytoma Pascheri Moewus 


Polytoma caudatum Korschikoff var. Polytoma curvatum Ondratschek 
astigmata Provasoli Polytoma coniforme Ondratschek 
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C. Eugleninae. 
a) Euglenaceae. 


Huglena gracilis Klebs Euglena gracilis Klebs var. robusta 
Huglena viridis Ehrenberg Ondratschek 


b) Astasiaceae. 


Astasia longa Pringsheim Astasia quartana Moroff nov. comb. 
Astasia Chattoni Lwoff Pringsheim 


Eigene Versuche. 
A. Nihrelemente. 


Dem Bediirfnis heterotropher Flagellaten an anorganischen Nahr- 
stoffen war man bisher bei Zichtungsversuchen stets so nachgekommen, 
daB in ziemlich willkiirlicher Weise die von Kulturversuchen bei héheren 
Pflanzen her als notwendig bzw. gunstig bekannten Verbindungen 
zur Nahrlésung zugesetzt wurden. Untersucht wurde ja vorwiegend 
nur der Anspruch auf die C-, bestenfalls noch auf die N- Quelle, einem 
solchen nach Mineralsalzen wurde zwar nachgekommen, ohne jedoch 
besondere Versuche iiber diese Verhaltnisse anzustellen. In der vor- 
liegenden Arbeit sollen samtliche anorganischen Nahrelemente auf ihre 
Lebensnotwendigkeit hin untersucht werden und ferner soll festgestellt 
werden, welche Mengen die Vermehrung und Trockensubstanzbildung 
am gunstigsten beeinfluBten. 

Die bisher tibliche Angabe der Zusammensetzung einer Nahrlésung 
erscheint fiir genaue Untersuchungen unzureichend, und zwar aus dem 
Grunde, weil einerseits der tatséchliche Gehalt einer Lésung an einem 
bestimmten Nahrelement aus der Formel, die meist nicht einmal den Wasser- 
gehalt der Substanz angibt, nicht entnommen werden kann, und weil 
andererseits verschiedene Verbindungen desselben Elements als gleichwertig 
-betrachtet werden kénnten, obwohl der tatsachliche Anteil des bestimmten 
Elements in den einzelnen Verbindungen oft sehr bedeutend verschieden ist. 
Ein. Beispiel mége das erliutern. 100 ccm einer 0,1 %igen NH,N O;-Lésung 
enthalten 35 mg N, 100 ccm einer 0,1 %igen KNO,-Losung aber nur rund 
13,8 mg, also fast-ein Drittel. Trotzdem werden tiblicherweise die beiden 
Lésungen als gleichwertig betrachtet. Um diese Ubelstiinde zu vermeiden, 
wurden im folgenden die einzelnen naher zu untersuchenden Nahrelemente 
in einer Form geboten, welche nur das eine Nahrelement enthielt, also z. B. 
P als Na, HPO, und nicht als K,HPO,, um so in diesem Falle das K aus- 
zuschalten. Die Stammlésungen wurden auBerdem so bereitet, da® im 
Liter jeweils 100 mg des betreffenden Hlements enthalten waren. 


Wir begannen unsere Versuche mit einer Nahrlésung in der bisher 
tiblichen Form, von der wir die GewiBheit hatten, daB sie allen hier zu 
untersuchenden Flagellaten giimstigste Lebensbedingungen bot und 
veranderten schrittweise ein Element um das andere in seiner Konzen- 
tration. 
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Die Versuche wurden in zweifacher Weise durchgefiihrt, eimmal in 
Roéhrchen mit 10 cem Nahrlésung, das andere Mal in 250 ccm Lésung in 
Kolben. Bei der ersten Art wurde laufend die Zahl der Zellen in der Volumen- 
einheit bestimmt, im zweiten Falle das Trockengewicht. 


1. EinfluB der Stickstoff-Konzentration auf die Vermehrung 
und Trockensubstanzbildung. 

Die in friiheren Arbeiten viel verwendete Nahrlésung D wurde mit einem 
Zusatz von Aneurin und Zink versehen und in ihrem Stickstoffgehalt weit- 
gehend variiert. Der Aneurin- und Zinkzusatz sollte dem Wirkstoffbediirfnis 
Geniige leisten (s. Ondratschek 1941). Die Nahrlésung hatte dann folgende 
Zusammensetzung: 0,2% Na-Acetat, 0,01% MgSO, 0,01% K,HPO,, 
0,001 % CaCl,, 0,0001% FeCl;, 10-°% Zink und je nach dem betreffenden 
Aneurinoptimum 10-4 bis 10-§% Aneurin. Stickstoff wurde in Form von 
NH,NO, geboten, und zwar in einer Konzentration von 1,0 bis 0,0001% N 
in insgesamt 17 Konzentrationsstufen. 


Die Versuchsreihe zeigte sehr bald ein ziemlich gleichartiges Ver- 
halten aller Flagellaten. Die Bestimmungen der Zellzahl wie auch die 
nur fallweise vorgenommenen Trockengewichtsbestimmungen zeigten 
bei einem Stickstoffgehalt von 0,01°% durchwegs die gréBten Ernte- 
ertrige. Benachbarte Konzentrationen liefern ein ziemlich ahnliches 
Ergebnis. Zur Veranschaulichung werden in Tabelle I einige erlauternde 
Zahlen wiedergegeben. Auf eine zahlenmaBige Darstellung sémtlicher 
Ergebnisse kann verzichtet werden, da sich alle Organismen gleichmafig 
verhielten. Es wird: vielmehr von jeder systematischen Gruppe nur 
ein Vertreter angefiihrt, mit Ausnahme von Polytoma, wo jeweils ein 
Vertreter der drei, nach dem py-Optimum unterschiedenen physiologi- 
schen Gruppen behandelt wird. Von den zahlreichen durchgepriiften 
Konzentrationen werden nur fiinf ziemlich auseinanderliegende wieder- 
gegeben, Sie geniigen zur Erklarung vollstindig. 


Tabelle I. Einflu®B verschiedener Stickstoff-Konzentrationen 
auf die Vermehrung. 


(Zahl der Zellen im emm nach 12 bzw. 20 Tagen?.) 


rons Antangs-py Aneusit i Stickstoff-Konzentrationen in 9/, N 
¢ 1,0 0,1 0,01 0,001 | 0,0001 

Chilomonas paramaecium 6,6 10-6 || 150 | 1070 | 2010} 780} 35 
Polytomella agilis ...... 6,5 NOY 75 | 1320 | 2480 | 1220 | 210 
Polytoma wvella ........ 7,5 10-® || 140 | 1080 | 2520} 800 | 135 
P..obtusumie, cen 6,9 10-8 80 | 850} 1970} 910] 40 
Piocellatutin see ae 6,5 10-6 185 | 1860 | 2730 | 1020 | 310 
Euglena gracilis ........ | 6,5 . 10s — 350 | 10385 | 470; 60 
Astasia quartana ....... | 6,7 Wn. 20 | 570| 1000; 620 | 130 


* Bugleninen: Versuchsdauer 20 Tage, alle iibrigen Arten 12 Tage. 
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Die Versuchsreihe wurde in einigen Konzentrationen auch mit 
NH,Cl bzw. soweit auswertbar mit KNO, als Stickstoffquelle durch- 
gefiihrt. Auch hierbei erwies sich eine Konzentration von 0,01% N 
als die giinstigste. 


2. Hinflugp der Kalium-Konzentration auf die Vermehrung 
und Trockensubstanzbildung. 

In ahnlicher Weise wie im vorausgegangenen Abschnitt geschildert, 
sollte auch hier die am giinstigsten wirkende Kaliummenge festgestellt 
werden. Da sich das Kalium in der Nahrlésung D in Form von K,HPO, 
vorfindet, muBte dieses zuerst durch KCl + Na,HPO, ersetzt werden, 
worauf dann der Gehalt an K variiert werden konnte. Mit Ausnahme des N, 
welcher in der als optimal gefundenen Konzentration von 0,01 % zugesetzt 
wurde, blieben die tibrigen Nahrsalze in ihrem Mengenverhaltnis unver- 
andert. Der K-Gehalt der Lésung wurde zwischen 1,0 und 0,00001% K 
variiert. 

Die Trockengewichtsbestimmungen wie auch die Zellzahlbestim- 
mungen zeigten eine Konzentration von 0,005 % K als die giinstigste auf. 
Mit zunehmender Konzentration nehmen die Ertrage in noch starkerem 
Mae ab, als dies beim Stickstoff der Fall war. Mit abnehmender 
Konzentration ist der Abfall der Ertragskurve allmahlicher. Tabelle II 
zeigt wiederum einige der Ergebnisse auf. 


Tabelle II. EinfluB verschiedener Kalium-Konzentrationen 
auf die Vermehrung. 


(Zahl der Zellen im ecmm nach 12 bzw. 20 Tagen.) 


Aneurin Kalium-Konzentrationen in °/) K 


Arten Anfangs-DH | “jn 0 rf 


0,5 | 0,05 | 0,005 0,0005 | 0,00005 


6,6 Ome 20 920 | 2000 | 1110 | 250 
Polytomella agilis ...... 6,5 Qe 35 | 1290 | 2520 | 1600 | 270 
Polytoma wuvella ........ 7,6 Ome 40 810 | 2490 | 1280 | 145 
PROOLWSUNU geo co sisi < shnve out 7,0 LOGS — 770 | 2020 | 1190 70 

6,6 

6,6 

6,7 


Chilomonas paramaecium 


I ROCCILCUUMA Ne ae sae eet: g-# 75 | 1680 | 2690 | 1610 | 250 
Euglena gracilis ........ WO 20 235 | 1015 | 740 70 
Astasia quartana ....... 10m — 430 | 970| 470 70 


3. Hinflug der Phosphat-Konzentration auf die Vermehrung 
und Trockensubstanzbildung. 

Die Nahrlésung D wurde so verandert, daB der Stickstoff in Form von 
0,01% NH,NO,-N und Kalium als 0,005% KCI-K zugesetzt wurden, 
Na, HPO, wurde in seiner P-Konzentration in der bisherigen Weise variiert, 
wahrend die iibrigen Nahrsalze unverandert blieben. 

Auch hier wiederum war ein dem friiheren Ergebnis entsprechendes 
Verhalten aller Organismen festzustellen. Die giinstigste Phosphat- 
Konzentration liegt bei 0,002 °% P, wie die in Tabelle ITT auszugsweise 
zusammengestellten Ergebnisse zeigen. 
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Tabelle III. Einflu8 verschiedener Phosphat-Konzentrationen 
auf die Vermehrung. 


(Zahl der Zellen im cmm nach 12 bzw. 20 Tagen.) 


a Fe eon Aneurin Phosphat-Konzentrationen in 9/9 P 

hes wPH | in [oe | 0,02 | 0,002 | 0,0002 | 0,00002 
Chilomonas paramaecium 6,5 10-6 — 780 | 1950 970! 50 
Polytomella agilis ...... : 6,5 10-6 — 890 | 2460 | 1040 10 
Polytoma uvella ........ 7,5 1058 — 750 | 2500 760; 40 
PgQOULSUNTE cians. Tcetteys 6,9 re — 630 | 2010 | 910; 25 
PR OCCUGININ 2a ele nrg 6,5 LOR — | 1120 | 2580 1070| 120 
Euglena gracilis ........ 6,5 10-4 = 135 | 980; 320); — 
Astasia quartana ....... 6,6" 420-4 ff 4 840 111080.) 260 Tie 


Wie aus der vorstehenden Tabelle zu entnehmen ist, ist der Wirkungs- 
bereich verschiedener Phosphatkonzentrationen enger, als dies bei 
Kalium oder Stickstoff der Fall war. Wahrend in den beiden letzt- 
genannten Fallen sowohl die hundertfache wie die auf ein Hundertstel 
verdiinnte Optimalkonzentration in den meisten Fallen noch bescheidene 
Vermehrung zulaBt, ist dies beim Phosphat mit wenigen Ausnahmen 
nicht mehr der Fall. 


4, Hinflug der Magnesium-Konzentration auf die Vermehrung 
und Trockensubstanzbildung. 


Die nach den bisherigen Ergebnissen entsprechend abgeainderte Nahr- 


lésung D sollte nun in ihrem Magnesiumgehalt variiert werden. Um dies 
zu erméglichen, ohne dabei gleichzeitig den Sulfatgehalt zu verandern, 
wurde zuerst das MgSO, durch MgCl, + Na, SO, ersetzt und dann der 
Mg-Gehalt durch Zusatz verschiedener Mengen an MgCl, verandert. 

Die Trockengewichtsbestimmungen ergaben maximale Ernten bei 
Anwesenheit von 0,0001% Mg, die Zellzahlbestimmungen lieferten 
auch bei naheliegenden Werten das annahernd gleiche Ergebnis. Einige 
Kinzelheiten finden sich in Tabelle IV. 


Tabelle ITV. Einflu& verschiedener Magnesium-Konzentrationen 
° auf die Vermehrung. 


(Zahl der Zellen im emm nach 12 bzw. 20 Tagen.) 


Anourio Magnesium-Konzentrationen in °/) Mg 


Arten Anfangs-pA in 9, 


1027 [e207 8 10> 07 ul tome 


Chilomonas paramaecium 6,6 
Polytomella agilis 6,5 
Polytoma uvella 7,5 
Prabhu tama 7,0 
6,5 
6,5 
6,5 


10-® || 220 | 1860 |-2520 | 840 | 20 
10-8 || 230 | 1650 | 2490 | 670 | 35 
10-8 || 230 | 1600 | 1980 | 520 | — 
10-® || 490 | 1880 | 2620 | 630 | — 
10-4 | — 780 | 1070 | 200 | — 
10s ~ 890 | 1080 | 260 | — 


HLuglena gracilis 
Astasia quartana 


Fe 80 | 1270 | 2050! 700 | 35 
| 


Pa 
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5. Hinflug der Sulfat-Konzentration auf die Vermehrung 
und T'rockensubstanzbildung. 


In gleicher Weise wie bisher wurde durch Hinzufiigen von ver- 
schiedenen Mengen NagSO, der SO,4-Gehalt der Nahrlésung variiert. 
Trockengewichtsbestimmungen und Bestimmungen der Zellzahl (Ta- 
belle V) ergaben die gréBten Ernteertrage bei einem Sulfatgehalt von 
0,001% S 


Tabelle V. Einflu& verschiedener Sulfat-Konzentrationen 
auf die Vermehrung. 


(Zahl aat Zellen im cmm nach 12 bzw. 20 Tagen.) 


ria Feige Anewsia NAT hedabeee oes in %) 8 . 

t0me Jo10 ah 10"! iG 24°40 © 

Chilomonas paramaecium 6,5 10-® || 110 | 890 | 1950 | 1020 | 120 
Polytomella agilis ...... 6,5 10-® || 120 | 1€00 | 2450| 750} 90 
Polytoma wvrella ........ 7,0 10-8 || 180 | 1350 | 2380} 580! 110 
PROULUSUTU 0s spas eee + 7,0 10-8 || 200 | 1070 | 2030 560} 130 
EP AOCELLAULUIN way) «sie ous 6,5 10-6 150 | 12C0 | 2690 | 740 | 200 
Buglena gracilis ........ 6,5 10-4 80 | 470 | 1020; 370; 40 
Astasia quartana ....... 6,5 10-4 50 | 690] 970) 230}! 20 


6. HinfluB der Calcium- und der Eisen-Konzentration auf die Vermehrung 
und T'rockensubstanzbildung. 


Die Versuchsanstellung geschah in der gleichen Art wie bei den 


 yorher geschilderten Versuchsreihen. Die Ergebnisse waren eindeutig. 


0,0005 % Ca und 0,00005 % Fe erwiesen sich in allen Fallen als am 
giinstigsten wirkend, in Abwesenheit von Ca tritt keine Vermehrung 
ein, Ca ist also unentbehrlich. Von einer Wiedergabe der aufgefundenen 
Zahlen wird abgesehen, da sich diese in ahnlichen GréBen verhalten, 
wie dies in den vorstehenden Tabellen an Hand anderer Naihrelemente 


_ gezeigt wurde. 


Zusammenfassend wird nachstehend eine Nahrlésung angegeben, 
welche auf Grund der eben aufgezeigten Befunde zusammengestellt 
worden war und sich in allen Fallen als sehr giinstig erwies: 0,01 % N 
als NH,NOsg, 0,005 % K als KCl, 0,002 % P als Na.HPO,, 0,001 % S 
als Na,SO,, 0,0001% Mg als MgCl,, 0,0005% Ca als CaCl, und 
0,00005 % Fe als FeCls. Hierzu kommen noch die Kohlenstoffquelle, 
Aneurin bzw.. Spurenelemente, iiber deren Konzentration an dieser 
Stelle nichts ausgesagt werden soll. 


7. Ergdnzende Versuchsrethen. 


Auf Grund der Ergebnisse der eben geschilderten Versuchsreihen 
konnte abschlieBend eine fiir simtliche untersuchten Flagellaten giinstige 
Nahrlésung zusammengestellt werden. Unsere nachste Aufgabe war 

£7* 


248 K. Ondratschek: 


der Vergleich der Wirkung dieser Lésung mit der in fritheren Arbeiten 
verwendeten. Trockensubstanzbestimmungen zeigten in allen gepriiften 
Fallen die Gleichwertigkeit beider Lisungen. Es wurde aber trotzdem 
noch eine weitere Versuchsreihe angelegt, in der die wichtigsten Bestand- 
teile der neu angegebenen Mineralsalzlésung in ahnlicher Weise wie 
friiher variiert wurden. Damit sollte der Einwendung begegnet werden, 
daB sich bei Anderung eines Elementes die Wirkung der tibrigen nicht 
abgeanderten Zusitze durchaus nicht gleichbleibend verhalten miisse. 
Auch diese Versuche zeigten die neu angegebenen Mineralzusatze als 
fiir alle untersuchten Arten optimal. 


B. Spurenelemente. 


Nachdem im ersten Abschnitt die Untersuchung der tiblicherweise 
als ,,Nahrelemente‘‘ bezeichneten Stoffe erfolgt worden war, sollte 
nun das Bediirfnis unserer Flagellaten an Elementen untersucht werden, | 
die nur in geringen Mengen lebensnotwendig sind, also der ,,Spuren- | 
elemente“‘. 


1. Das Entfernen von Spurenelementen durch Kohlebehandlung. 


Roberg hat 1931 in eingehender Weise die vorstehende, zuerst von 
Bortels (1927) in Angriff genommene, Frage experimentell erértert. Infolge 
der Zweckmabigkeit dieser Arbeitsweise entschlossen wir uns, auf die 
gleiche Weise vorzugehen. Da uns naturgema8 nicht die gleichen Kohle- 
sorten zur Verfiigung standen, wie Roberg sie verwendet hatte, muBte 
als erstes die Untersuchung der Zusammensetzung, des Wassergehaltes 
und ahnlicher Verhaltnisse erfolgen. Zur Verfiigung standen uns Linden- 
holz-, Buchenholz- und Filtrierkohle. Durch Veraschung wurde der 
Anteil der Kohle an unverbrennbaren Stoffen festgestellt. Lindenholz- 
kohle wies 1,073 %, Buchenholzkohle 1,08 % und Filtrierkohle 1,36 % 
Asche auf. Der Feuchtigkeitsgehalt schwankte bei L. um 18%, bei B. 
um 15 % und bei F. um 25%. Es wurde nun versucht, durch Behandlung 
mit verdiinnter Salzsiure Teile der unverbrennbaren Stoffe zu ent- 
fernen. Der Aschengehalt betrug nach Salzsiurebehandlung bei L. 
0,206, bei B. 0,233 und bei F. 0,367 %, es wurden also bei L. 80,4.%, 
bei B. 78,8% und bei F. 72,8% des urspriinglichen Aschengehaltes 
herausgelést. Um den Aschengehalt noch weiter zu verringern, wurden 
mit verschiedenen anderen Siuren Versuche angestellt. Die besten 
Ergebnisse erhielten wir nach einer Behandlung mit 2n HCl und: an- 
schlieBend mit 2n HNO;. Der Gehalt an unlésbarer Substanz betrug 
nach Veraschung nunmehr bei L. 0,08%, bei B. 0.113% und bei 
F. 0,224%. Den geringsten Aschengehalt wies demnach Lindenholz- 


kohle auf, die durch Behandlung mit HCl und HNO, rund 92,5 % des 
Aschengehaltes verliert. 
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Von besonderer Wichtigkeit war weiter die Untersuchung der 
Substanzabgabe von Kohle an Wasser. Wir verwendeten durchwegs 
ein dreifach destilliertes Wasser, bei welchem die letzte Destillation 
in einer Quarzapparatur vorgenommen wurde. Der Destillations- 
apparat war mit einem Tropfenfanger nach Fitting (siehe Roberg 1931) 
versehen. 200 cem eines derart bereiteten dreifach destillierten Wassers 
hinterlassen beim Verdampfen in einer Platinschale keinen wagbaren 
Riickstand. Zur Priitung der Abgabe von Stoffen durch Kohle an Wasser 
wurden die Kohleproben vorerst zur Gianze von Wasser befreit (um 
vergleichbare Ergebnisse zu erhalten), sodann wurden 200 ccm einer 
5 %igen Kohleaufschwemmung bereitet, diese geschiittelt und durch 
ein gesintertes G'as filtriert. Nach dem EKindampfen erhielten wir 
folgende Riicksténde: Unbehandelte Lindenholzkohle gibt 8,4 mg, 
mit HCl gewaschene 6,2 und mit HCl und HNO, behandelte 0;7 mg 
Riickstand. Bei Buchenholzkohle ergaben die gleichen Bestimmungen 
8,8 bzw. 8,5 bzw. 2,2 mg, und Filtrierkohle hinterlie8 einen Riickstand 
von 14,3 bzw. 2,5 bzw. 1,1 mg. Mit HCl und HN Oz gewaschene Linden- 
holzkohle erwies sich also sowohl beziiglich des Aschengehaltes wie auch 
in bezug auf die Abgabe von Steffen an Wasser als am geeignetsten. 


Es schien ferner notwendig, eine qualitative Analyse der von Kohle 
an Wasser abgegebenen Stoffe vorzunehmen. Mehrere Liter Wasser 
wurden mit 5% gereinigter Lindenholzkohle geschiittelt, die Kohle 
abfiltriert, das Wasser bis auf wenige ccm eingedampft und mit diesen 
nach den Methoden der Tiipfelanalyse (Feigl 1935) die nachstehenden 
Bestimmungen vorgencmmen. 


Ammonstickstoff: Mittels Paranitrodiazobenzol in salzsaurer Lésung. 
Ergebnis zweifelhaft, héchstens Spuren vorhanden. Mit MnSO, und AgNO, 
nicht nachweisbar. Nitratstickstoff: Schwache Reaktion mit Diphenylamin, 
ebenso mit Brucin. Kaliwm: Mit Natriumkobaltinitrat nachweisbar. 
Calcium: Mit Dioxyweinséureosazonnatrium starke Reaktion. Phosphat: 
Mit Ammonmolybdat und Benzidin bei Anwesenheit von Weinséure nicht 
nachweisbar. Sulfat; Mit Bariumihodizonat nachweisbar. Magnesium: Mit 
Alkalihypojodit in Spuren nachweisbar. Natriwm: Mit Zinkuranylacetat 
nachweisbar. 

Bisher wurde also eindeutig eine Abgabe von K, Ca, SO,, Na 
und ++ Mg nachgewiesen, also durchwegs von Hlementen, welche bei 
der Priifung der Wirkung von Spurenelementen nicht stéren konnen. 
Weit gréBere Bedeutung kommt hingegen der folgenden Analyse zu, 
welche die Abgabe von Spurenelementen durch Kohle an Wasser vor- 
nehmen sollte. 


Eisen: Mit KCNS, wie auch mit Dimethylglyoxin nicht nachweisbar. 
Mangan: Mit Benzidin nicht nachweisbar. Zink: Weder mit Dithizon noch 
durch Bildung von Rinmansgriin nachweisbar. Arsen: Mit Zinnchlortr 
nicht nachweisbar. Kupfer: Mit Dithizon nicht nachweisbar. 
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Die vorstehenden Untersuchungen haben also ergeben, dai durch 
Schiitteln von Wasser mit Kohle keinerlei Stoffe in das Wasser tiber- 
gehen, die bei der Priifung des Einflusses von Spurenelementen auf die 
Vermehrung stéren kénnten. 


Bevor an die Durchfiihrung der eigentlichen Versuche geschritten 
werden konnte, mu&te noch untersucht werden, welcher Verlust beim 
Schiitteln einer Nahrlésung mit Kohle an einzelnen Nahrelementen 
eintreten kann. Je 1000 ccm 0,1 %iger Lésungen der einzelnen anorgani- 
schen Nahrsalze wurden mit 5% Kohle geschiittelt und nach Filtration 
der Verlust bestimmt. Im einzelnen hatten die Analysen nachstehendes 
Ergebnis: 


Stickstoff (als N H,N Os): Bestimmungsverfahren : Mikrokjeldahl. Verlust 
durch Kohlebehandlung unter 1%. 


Kalium (als KCl): Bestimmungsverfahren: Fallung als Kobaltinitrit 
und Bestimmung als Perchlorat. Verlust durch Kohlebehandlung rund 10 %. 


Magnesium (alsMgCl,): Bestimmungsverfahren: Fallung als Magnesium- 
ammonphosphat und Wagung als Magnesiumpyrophosphat. Verlust durch 
Kohlebehandlung 5—6 %. 


Phosphor (als Na,HPO,): Bestimmungsverfahren: Fallung als Mag- 
nesiumpyrophosphat. Verlust durch Kohlebehandlung rund 5%. 


Schwefel (als Na,SO,): Bestimmungsverfahren: Fallung als Barium- 
sulfat. Verlust durch Kohlebehandlung unter 1%. 


Calewum (als CaCl,): Bestimmungsverfahren: Fallung als Calcium- 
oxalat. Verlust durch Kohlebehandlung 1—2%. 


Eisen wird in der iiblichen Konzentration von 0,00005 % restlos zurtick- 
gehalten. 


Um die Verluste der Kohlebehandlung auszuschalten und so -ver- 
gleichbare Versuchsergebnisse zu erhalten, wurde folgender Weg ein- 
geschlagen. Es wurden Stammlésungen in etwas mehr als 100facher 
Konzentration angesetzt, diese mit Kohle geschiittelt, um gegebenenfalls 
anwesende Spurenelemente zu entfernen, in einem Teil der Lésung der 
Gehalt des betreffenden Nihrelements bestimmt und durch Zusatz 
einer berechneten Menge von dreifach destilliertem Wasser bis zur 
genau LOOfachen Konzentration verdiinnt. 


2. Vorversuche zur Feststellung der Lebensnotwendigkeit 


einiger Spurenelemente. 


Die nach den Ergebnissen des ersten Hauptteiles zusammengesetzte 
Nahrlésung wurde in Réhrchen aus Quarzglas abgefiillt und mit den nach- 
stehenden Elementen in Konzentrationen von 10-*° bis 10-°% versetzt: 
Zn (als Zn$ O,), Mn (als Mn§ O,), Cu (als CuS O,), Mo (als Ammonmolybdat), 
Al [als Al, (SO,)3], As (als AsCl,) und Be (als Be SO,). Nach der Sterilisation 


erfolgte Beimpfung mit je einem Tropfen einer Aufschwemmung von Zellen 
im Normalzustand, 


ae 
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Wider Erwarten verliefen samtliche Versuche trotz wiederholter 
Beimpfung und mannigfaltiger Ab&anderung der Konzentration er- 
gebnislos. Dies war um so erstaunlicher, als wir in zwei friiheren Ar- 
beiten (Ondratschek 1941) zeigen konnten, daB mindest fiir Polytomeen 
und Hugleninen Zink dem Spurenelementbediirfnis vollauf Geniige 
leistet. Allerdings erfolgte damals weder eine Entfernung von als Ver- 
unreinigung méglicherweise anwesenden Spurenelementen noch eine 
Verwendung von Quarzglas. Die Vermutung, da8 neben Zink noch ein 
oder mehrere andere Spurenelemente notwendig sind, war sehr nahe- 
liegend. 


Wir fiihrten die nun folgenden Versuche mit Zusiitzen der ver- 
schiedensten Kombinationen der oben genannten Elemente durch, 
’ wobei wir uns auf wenige Flagellaten beschrankten, um die Zahl der 
Versuche in ertraglichen Grenzen zu halten. Nach umfangreichen Ver- 
suchen, die sich iiber fiinf Monate erstreckten, konnte endlich eine 
zufriedenstellende Vermehrung mit einem Zusatz von Zn, Mn und As 
erzielt werden. AnschlieBende Versuche zeigten dann auch die Wirksam- 
keit dieser drei Elemente fiir alle iibrigen hier untersuchten Organismen. 
Die iibrigen gepriiften Spurenelemente sind zum Teil unwirksam (Mo, 
Be), zum Teil giftig (Cu). Wir hatten bei den eben genannten Ver- 
suchen in ziemlich willkiirlicher Weise 10-°% Zn, 10-6% Mn und 
10-10 % As zugesetzt. Es war unsere nachste Aufgabe, die wirksamsten 
Konzentrationen festzustellen. Die Versuche wurden so durchgefiihrt, 
da jeweils zwei Spurenelemente konstant gehalten und das dritte in 
seiner Konzentration verandert wurde. Simtliche Versuche wurden 
in Rohrechen mit 10 ccm Lésung durchgefiihrt, sie hatten das in 
Tabelle VI zusammengestellte Ergebnis. 


Wir sehen aus der nachstehenden Tabelle, da8 simtliche Arten 
10-5 bis 10-6 Y% Zink, ferner 10-6 bis 10-10 Y% Mangan und 6 von 28 Arten 
auBerdem 10-19 bis 10-11 &% Arsen bendtigen. Damit soll nun nicht gesagt 
sein, daB das absolute Bediirfnis an Spurenelementen aufgezeigt ist, 
obige Zahlen sind nur die Ergebnisse unserer so genau wie méoglich 
durchgefiihrten Versuche. Es kann durchaus der Fall sein, da bei der 
Kohlebehandlung ein oder mehrere in au8erst geringen Spuren wirkende 
Elemente nicht erfaBt wurden. 


Zam Abschlu8 wurden einige quantitative Versuche in Quarzglas 
angestellt, die zur Halfte mit einer nicht vorbehandelten, zur Halfte 
mit einer durch Kohlebehandlung vorerst befreiten und nachtraglich 
durch Zusatz der jeweils optimalen Sprungelemente wieder. erganzten 
Nahrlésung durchgefiihrt wurden. Der Ansatz geschah zu je 100 ccm 
in Quarzkolben. Die Trockengewichtsbestimmungen der Ernteertrage 
ergaben durchwegs sehr nahestehende Werte, es ist damit also nach- 


252 K. Ondratschek: 


Tabelle VI. Zusammenstellung der fiir die Vermehrung 
notwendigen Spurenelemente. 


i 
ae area ; 1) 


Arten | Zink in 9/9 | Mangan in Jo Arsen 

Cryptomonaden. ; 

Chilomonas paramaecium.... LO | 10-° nicht notwendig 

CN ODLONG Oras Araneae tiene I 10-5 Gee ” ” 

Oh, CONLOrMIS 16s. cede vee e i ime 10-6 % ” 

Charlongataie nee ee i 10-5 10=§ * * 

Gh globog .7. 208i ack | ee | 10-8 ” ” 
Volvocalen. 

Polytomella agilis .......... Weg 10-8 nicht notwendig 

PP cacca! Pee 1 tiie . 

Ps globose: aw ace aoe | 105° 1s 93 » 

Polytoma uvella .:.......-<- | TOS LORS ” » 

PPaninds. oe ee eee cae | 10-5 10-8 Bs “3 

Py sobtusuim Sere eke dae : Os 1058 = “5 

Pi MajuUs BAS, js Foyle Peel pga ve fo eM Se | 10-6 10-8 33 2 

Py ON GUSTLT Tantei LOse 19-19 35 a 

PS caudate vane eek oe I 1Oss 10-8 ” 

P. papillatum ...........055 | 1078 10-10 ut ” 

P. cylandracewm \0% .-a25.-- - aes 105s ss “ 

P..ocellatinieem tice an ee 10-5 10-9 me 3p 

(Ps Letraolegar a. at ieee 10-6 10-10 4 ss 

Ps dorswentrale, amigo. tits te Ome 10-10 10S 

PD Pascherug crc cte ere 10-5 Osteo nicht notwendig 

PP Curvatiiieas west eee re mlO-6 10-§ 104 

Pr contjorme hese 10-§ 10-8 nicht notwendig 
EBugleninen. 

Euglena gracilis ..... es. 1055 10-3 iio 

EH. grac. var. robusta ........ EOse 10-§ ~—||_:s nicht notwendig 

EUV td8 aby ee alin heen 10-5 10-§ 10-10 

ASASIG LONG Aric sale crate 10-5 10-8 10-22 

A GUAYLONAS Ne ielocteaig or sae 10-5 10-8 Ogee 

A. sORGHORT man. histo Sh oh ate 10> 10-8 10;1° 


gewiesen, das die in Tabelle VI angegebenen Konzentrationen der ein- 
zelnen Spurenelemente tatsichlich optimal sind, da sie die gleichen 
Ernteertrage herbeifiihren, wie sie in einer nicht vorbehandelten Lésung 
erzielt werden. AbschlieSend wird nochmals darauf hingewiesen, daB 
simtliche Versuche mit Zusatz der jeweils am giinstigsten wirkenden 
Aneurinmenge geschahen. 


Zusammenfassung. 


Ks wurde der EKinfluB& verschiedener Konzentrationen der Nahr- 
elemente auf die Vermehrung und Trockensubstanzbildung untersucht 
und fiir simtliche Arten folgende Konzentrationen als optimal nach- 
lect 1072 9% N56 103896 Ki e808 9 P1048. Meg 1078 9/88) 

-10-*% Ca und 5-10-5% Fe. Dabei fants varvanellnget! in Zukunft 
‘ie ey hlich wirksame Menge des betreffenden Elementes anzugeben. 
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Ferner wurden verschiedene Kohleproben auf ihre Eignung zur 
Befretung einer Mineralsalzlésung von Spurenelementen gepriift und 
in einer mit HCl und HNO; gewaschenen Lindenholzkohle die ge- 
eignetste Sorte gefunden. Eingehende Kaulturversuche erbrachten 
dann den Nachweis der Notwendigkeit von Zn und Mn fiir simtliche 
Arten, wahrend As nur fiir sechs Arten notwendig ist. Die Ergebnisse 
erheben nicht den Anspruch, einen Nachweis aller notwendigen Spuren- 
elemente erbracht zu haben, es besteht vielmehr die Méglichkeit, daB 
trotz Kohlebehandlung Elemente, die in sehr geringer Konzentration 
wirksam sind, nicht beseitigt wurden. 
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(Aus dem Institut fiir physiologische Botanik der Universitat Uppsala.) 


Uber das Wuchsstoffbediirfnis 
von Boletus granulatus (L.) Fr. 
Von 
Elias Melin und Birgitta Nyman. 

. Mit 2 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 17. Juni 1941.) 


In einer friitheren Mitteilung (Melin und Nyman, 1940) haben wir 
nachgewiesen, daB die Wachstumsgeschwindigkeit des als Mykorrhiza- 
pilzes bei Nadelbaumen bekannten Hymenomyceten Boletus granulatus 
(L.) Fr. bei Ziichtung in synthetischer Nahrlésung durch Aneurin- 
zufuhr beschleunigt wird. Ob Aneurin auch die Gré8e der Mycel- 
bildung beeinflu8t, konnte durch die damals ausgefiihrten Versuche 
nicht festgestellt werden. Indes wurde als bemerkenswert hervor- 
gehoben, daB der bei den Versuchen benutzte Stamm sich auch ohne 
Zusatz von Wuchsstoff verhaltnismaBig kraftig in synthetischer Nahr- 
lésung entwickelte, was fiir die Fahigkeit des Stammes sprach, Aneurin 
zu synthetisieren. 

Um den Aneurinbedarf von Boletus granulatus niher zu unter- 
suchen, wurden Versuche mit suboptimalen Mengen Aneurin gemacht 
(Fries, 1938). Im AnschluB an diese Versuche wurde der Einflu8 der 
Thiazol- und der Pyrimidinkomponente des Aneurins auf das Wachstum 
untersucht 1, Als Versuchsmaterial dienten drei verschiedene Staémme A, 
B und C, die alle in Reinkultur von Gewebestiicken junger Frucht- 
kérper erhalten worden waren. Der A-Stamm, den wir auch bei unseren 
fritheren Versuchen verwandt hatten (Melin und Nyman, |. c.) wurde 
1938 isoliert (Fruchtkérper von Libyvad bei Uppsala), der B-Stamm 
1940 (Fruchtkérper von Birby bei Uppsala) und der C-Stamm 1939 
(Fruchtkérper aus dem Stadtpark von Uppsala). 

Die Kulturen wurden in 100-cem-Erlenmeyerkolben (Jenaglas) an- 


gelegt, die mit 20 ccm Niahrlésung beschickt worden waren. Diese hatte 
folgende Zusammensetzung (Melin und Lindeberg, 1939, S. 243): 


Glykosetiwe sneer 10M sg Me SiO et Ho Omerneris . 0,5 g 
NH,-Tartrat.... 1,0g FeCl, (1%ige Lésung) ... 10 Tropfen 
KH, POS 0,5g Aqua dest............... 1000 ccm 


* Unter Thiazol und Pyrimidin wird in dieser Veréffentlichung 4-Methyl- 
5-B-Hydroxyathylthiazol und 2-Methyl-4-Amino-5-Aminomethyl-Pyrimidin 
verstanden. Diese Priiparate — ebenso wie auch das Aneurin ~— wurden 
von der Firma Merck in Darmstadt bezogen. 
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Die Impfstémme wurden in Petrischalen auf Nahragar von folgender 
Zusammensetzung geziichtet: 


Glykose »../ 4... 50g FeCl; (1%ige Lésung) .. 10 Tropfen 
INPIS EOL Ye. eee GO; ome Mal7extralct ask. cee 5,0 2 
GENE Oj sheer Ov0 canwA var-Acares.«. 3cedsyeeese 15,0 g 
MoD Oat Hes U.be Agua dest.t.c...:...... 1000 cem 


Beziiglich der Methodik im iibrigen verweisen wir auf unsere friihere 
Arbeit (Melin und Nyman, |. c.). 


Die Kulturen wurden bei 25°C gehalten. Die angegebenen Mycel- 
trockengewichte sind Mittelwerte von sechs Kulturen. 


Aneurin in suboptimalen Konzentrationen. 


Die Staémme A und B wurden in der angegebenen Nahrlésung mit 
Zusatz von 10 und 20 my Aneurin geziichtet, das nach dem Autoklavieren 
zugesetzt wurde. Der Verlauf der Mycelbildung ergibt sich aus den 
Tabellen [ und IT sowie aus Abb. 1 und 2. Ohne Aneurin entwickelte 
sich Stamm A langsam wahrend der ersten 30 Tage. Hierauf nahm das 


Tabelle I. Das Wachstum von Boletus granulatus (L.) Fr., Stamm A, 
in Nahrlésung mit 10 und 20 my Aneurin. 


'y 10 my je Kolben 20my je Kolben 
Ohne Aneurin bei Beginn des Versuches || bei Beginn des Versuches 

Versuchszeit aoe 7 al 

in Tagen |) “Gewicht oe ce te ee ne 
mg mg mg 

10 0,9 5,5 2 5,3 1,6 5,3 
20 | 137, 5,3 5,8 4,8 6,3 4,8 
30 3,9 4,9 14,4 4,2 15,6 4,1 
40 abe?) 4,3 20,3 3,6 28,8 3,5 
50 18,2 Ss, 20,8 3,4 29.3 350 
80 16,3 3,8 22,7 3,5 24,3 3,5 
50 + 30* 28,8 4,8 | 29,0 4,2 40,0 4,0 


Wachstum ziemlich stark zu, und nach 50 Tagen betrug das Mycel- 
trockengewicht 18,2mg. Dabei hatte sich die Wasserstoffionen- 
konzentration der Kulturfliissigkeit von py 5,5 auf py 3,7 verschoben, 
wodurch ein weiteres Wachstum unméglich gemacht worden zu sein 
scheint. Nach Untersuchungen von O. Modess1 im hiesigen Labora- 
 torium ist die Mycelerzeugung bei B. granwlatus in Flissigkeitskultur 
von der Wasserstoffionenkonzentration stark abhaingig und am gréBten 
bei einem py von etwa 5,0. In einer Anzahl Kolben wurde das px der 
Nahrliésung nach 50 Tagen auf 5,5 gestellt, was erneutes Wachstum 


1 Unveroffentlicht. 
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zur Folge hatte. Nach 80 Tagen betrug das Myoeltrockiengswidaa 
diesen Kolben 28,8 mg. e 


schneller ale bei ‘fa Versuch ohne Aneurin. Nach 50 Tagen war indes- 
das Myceltrockengewicht nur unbedentend groBer als bei Fehlen von 
Aneurin. 

Mit 20my wurde nach 40 Tagen ein Myceltrockengewicht von 
28,8 mg erreicht, worauf das Wachstum zum Stillstand kam, wabr- 


Myce/-Trockengewicht 


0 20 40 60 


60 
Tage 
Abb. 1. Das Wachstum von Boletus granulatus, Stamm A, in Niihrl6sung ohne und mit Aneurin 
(die gestrichelte Linie: Wachstum nach Regulierung des py der Ni&hrlésung zu 5,5). 


Tabelle IT. Das Wachstum von Boletus granulatus (L.) Fr., Stamm B, 
in Néhrlé6sung mit 10 und 20my Aneurin. 


10 my je Kolbe 20 my je K 
Ohne Aneurin bei Beptnacaed Veraustion bei Pega ae vecmeanee 

Versuchszeit 
in Tagen Trocken- | Trocken- Trocken- 

gewicht pH gewicht pr gewicht pH 

e mg : | mg mg 

10 0,9 5,3 2,6 4,9 3,3 4.8 
20 0,7 5,3 5,5 4,4 — — 
30 1,4 5,0 8,7 ie) 7,8 a0 
40 TT 5,0 7,9 3,9 23,0 as) 
70 1,8 4,9 8,9 4,0 12,7 3,5. 
40 + 30* — = 23,8 4,0 26,3 4.0 - 


* Nach 40 Tagen wurde das pH 2u 5,5 reguliert. 
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scheinlich infolge der hohen Wasserstoffionenkonzentration der Nahr- 
lésung. Nachdem die Nahrlésung nach 50 Tagen auf py 5,5 gestellt 


worden war, erhielt man nach weiteren 30 Tagen ein Myceltrocken- 
gewicht von 40,0 mg. 


Stamm B entwickelte sich in den Kontrollkolben ohne Aneurin 
sehr langsam: nach 70 Tagen betrug das Myceltrockengewicht nur 
18mg. Bei 10 und 20 my Aneurin betrug das Myceltrockengewicht 
nach 40 Tagen 7,9 baw. 23,0 mg. Nach Regulierung des pu der Nahr- 


Mycel-Trockengewicht 


0 20 40 60 


80 
Tage 
Abb. 2. Das Wachstum von Boletus granulatus, Stamm B, in Nahrlésung ohne und mit Aneurin 
(die gestrichelte Linie: Wachstum nach Regulierung des pq der Nahrlosung zu 5,5). 


lésung bis zu 5,5 stieg die Mycelbildung in den Kolben mit 10 my 
Aneurin im Verlauf von weiteren 30 Tagen auf 23,8 mg. In den 20-my- 
Kolben trat dagegen kein erneutes Wachstum ein. Die Ursache hiervon 
muB8 dahingestellt bleiben. 


Aus den Versuchen geht hervor, daB sich Stamm A von Boletus 
granulatus in synthetischer Nahrlésung ohne Aneurinzufuhr entwickeln 
kann. Die Wachstumsgeschwindigkeit wurde indes durch Zusatz von 
Aneurin gesteigert, was zu zeigen scheint, da die Fahigkeit des 
Stammes, selbst Aneurin zu synthetisieren, beschrankt war. Hin- 
sichtlich seines Bedarfs an Aneurin aus dem Substrat scheint dieser 
Stamm mit Lenzites saepiaria (Fries, 1938) vergleichbar zu sein, welche 
Art Fries (l.c.) als relativ aneurinbediirftig bezeichnet. 


Stamm B verhielt sich anders als Stamm A. Ohne Aneurin zeigte 
er nimlich ein so unbedeutendes Wachstum, dai er unter den gegebenen 
Verhaltnissen als absolut aneurinbediirftig (sensu Fries) zu betrachten 
sein diirfte. Falls der Stamm ein schwaches Vermégen zur Synthesi- 
sierung von Aneurin hatte, war dieses jedenfalls so herabgesetzt, dafs 
es praktisch fiir das Wachstum bedeutungslos war. 


258 E. Melin u. B. Nyman: 


Pyrimidin und Thiazol. 

Nachdem 1937 erstmalig nachgewiesen worden war (Knight, 1937; 
Sinclair, 1937; Schopfer und Jung, 1937; Robbins und Kavanagh, 1937), 
daB das Aneurin durch seine Komponenten Pyrimidin und Thiazol 
ersetzt werden kann, sind bekanntlich zahlreiche Untersuchungen tiber 
den Einflu8 der Aneurinkomponenten auf niedere und héhere Pflanzen 
ausgefiihrt worden. Im letzten Jahr haben wir die Wirkung dieser 
Stoffe auf die Mykorrhizapilze der Baume untersucht. Hier sollen nur 
die Ergebnisse bei Boletus granulatus mitgeteilt werden. Als Versuchs- 
objekte dienten die Stamme B und C. Von den Wuchsstoffen wurde 1 y 
je Kolben zugesetzt. Die Versuche dauerten 30 Tage. 


Tabelle III. EinfluB von Pyrimidin und Thiazol auf das Wachstum 
von Boletus granulatus (L.) Fr., Stamm B. Versuchszeit 30 Tage. 


Zusatz je Kolben Mycel-Trockengewicht pu am Ende des Versuches 
mg 
Kontrollotite cia terre 1,0 + 0,3 5,0 
Ie aghesilstiben. Ape Ab heed Sone | 2,5 + 1,0 4,7 
Liys"Dhiazol oes. \cnis pes eee eed | 1,0 + 0,5 5,2 
ly Pyrimidin + 1y Thiazol.... | 31,9 + 0,4 3,1 
Ly Aneuritings spent ee ene | 31,4 + 0,2 3,1 


Der aneurinbediirftige Stamm B (Tabelle ITT) zeigte in den Kontroll- 
kolben unbedeutendes Wachstum: nach 30 Tagen betrug das Mycel- 
gewicht 1,0mg. Ein Zusatz von nur Pyrimidin oder nur Thiazol be- 
schleunigte das Wachstum nicht. Dagegen lieferten Pyrimidin und 
Thiazol zusammen dasselbe Myceltrockengewicht wie Aneurin. Der 
Versuch zeigt also, das das Aneurin durch seine beiden Komponenten 
ersetzt werden kann. Boletus granulatus gehért in dieser Hinsicht zu 
dem Typus von Phycomyces und Staphylococcus aureus (Schopfer, 1939). 


Tabelle IV. Einflu8 von Pyrimidin und Thiazol auf das Wachstum 
von Boletus granulatus (L.) Fr., Stamm C. Versuchszeit 30 Tage. 


—— 


_—_— 


“A 


fi 
. 


Zusatz je Kolben nei gg 5 pH am Ende des Versuches — 
™, 
Kontrolle re ctcucae een 4,7 + 0,7 4,1 
Ly Pyrimidiny neat otter 6,7 + 0,5 B,9 ’ 
Le T hia olen ceramic 7,9 + 1,9 8,9 
ly Pyrimidin + 1y Thiazol.... 43,9 + 2,2 2,9 
Lye Aneurin hoe taoee seein oe 40,2 + 3,1 2,9 


Die Mycelerzeugung bei Stamm C (Tabelle IV) betrug in den 
Kontrollkolben 4,7 mg nach 30 Tagen, was darauf hindeutet, da sich 
dieser Stamm hinsiohtliol seines Aneurinbedarfs ebenso verhalt wie 


¢ m rs 4 
* se 


¥. 
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Stamm A. Pyrimidin und Thiazol hatten zusammen die gleiche Wirkung 
auf die Wachstumsgeschwindigkeit wie Aneurin. Je fiir sich scheinen 
Pyrimidin und Thiazol dagegen keinen Einflu8 ausgetibt zu haben. 


Zusammenfassung. 


1. Der Aneurinbedarf zweier Staémme von Boletus granulatus (L.) Fr. 
wurde in synthetischer Naihrlésung untersucht, wobei der Verlauf der 
Mycelerzeugung 21/, Monate lang verfolgt wurde. 

2. Die beiden Staémme verhielten sich hinsichtlich ihres Bedarfs 
an Aneurin verschieden. Der eine entwickelte sich in synthetischer 
Nahrlésung ohne dieses Vitamin, waihrend der andere ohne Aneurin 
praktisch kein Wachstum zeigte. 

3. Verschiedene Stémme von Boletus yranulatus kénnen sich 
also hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Synthetisierung von Aneurin 
ungleich verhalten. 

4, Die Pyrimidin- und die Thiazolkomponente des Aneurinmolekiils 
ubten zusammen die gleiche Wirkung auf das Wachstum aus wie Aneurin. 
Je fiir sich beeinfluBten Pyrimidin und Thiazol das Wachstum nicht. 
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(Dal Laboratorio di Microbiologia Agraria e Tecnica della Facolta Agraria 
della Regia Universita di Perugia.) 


Una nuova specie di Saccharomycodes; 
Saccharomycodes bisporus. 
Per 
Tommaso Castelli. 
Con 5 figure nel testo. 


(Hingegangen am 27. Juni 1941.) 


Proseguendo nelle indagini sugli agenti della fermentazione vinaria 
nelle varie regioni italiane (1, 2, 3) riferisco nella presente nota lo studio 
di identificazione di una forma di Saccharomycodes isolata da Santa- 
relli (4) nelle sue ricerche sugli agenti della fermentazione vinaria nella 
zona dei colli romani. Le ricerche del Santarelli, eseguite in questo 
laboratorio colle modalité ormai da noi ben stabilite, sono state rivolte 


su 22 mosti prelevati in varie localita dei colli romani durante la ven- — 


demmia del 1939. Dai detti 22 mosti, esaminati sia all’inizio come al 


termine della fermentazione tumultuosa, vennero isolate complessi-— 


vamente 196 culture blastomicetiche delle quali tre dovevano riportarsi 
al genere Saccharomycodes Hansen. Nel corso dello studio di identifica- 
zione apparve subito che i tre stipiti dovevano considerarsi come apparte- 
nenti a due diverse forme e pertanto ho creduto opportuno sottoporli 
ad un’accurata ricerca la quale ha chiaramente dimostrato che se due 


degli stipiti si debbono ritenere identici alla forma indicata da Hansen © 


come Saccharomycodes Ludwiqii, altro, per presentare notevoli difterenze 
deve considerarsi come una specie a se, non ancora segnalata. In una 


brevissima comunicazione alla seduta di Perugia della Societa di Biologia — 


Sperimentale (5) ho chiamato detta forma come Saccharomycodes 
bisporus. Non intendo riportare la tecnica seguita nello studio poiché 
essa corrisponde a quella stabilita dalla Stelling Dekker (6) ed é riferita 
estesamente negli altri miei citati lavori. 

Lo studio di identificazione della forma di cui tratta la presente 
nota € stato eseguito parallelamente ad uno stipite bene identificato 
di Saccharomycodes Ludwigii. 


Inizio col riferire i caratteri microscopici. 


Nel mosto d’woa come nell’infuso di malto dopo 24 ore a 25° si osservano 
cellule limoniformi, apiculate, e cellule tipiche a forma di suola di scarpa. 
Le dimensioni medie sono di 12 —15—20 x 6—9 yu. Le cellule sono gemmate, 
isolate o riunite a due-tre. Dopo tre giorni sia la forma, le dimensioni, come 
gli aggruppamenti cellulari non presentano nulla di diverso. 


“eh 
¢% 4 
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Il microrganismo 6 stato coltivato anche in altri terreni liquidi (decotto 
di grano-decotto di fagioli e brodo di carne con aggiunta dell’ 1 % dizucchero); 
Paspetto e le dimensioni osservate sono pero del tutto simili a quelle notate 
nel mosto d’uva. 

NelVagar di malto dopo 3 giorni a 25° si notano cellule di forma globosa- 
ovale, ma per lo pit ristrette agli estremi si da ricordare una suola di scarpa. 
Le cellule si presentano isolate o riunite a 2—3. Si notano aschi parteno- 
genetici contenenti due spore globose a pareti liscie. Le dimensioni delle 
cellule sono varie; in lunghezza esse arrivano a 17 —20 yp, in media 12—16 uy, 
per una larghezza media di 6—8 uw. Le spore hanno il diametro medio di 


4,2—4,4 y. 

In confronto al tipico Saccharomycodes Ludwigit la forma che si 
descrive non presenta cellule molto lunghe e strette e riunite a catene 
di molti elementi. Invecchiando la cultura non cambiano sia l’aspetto 
come le dimensioni delle cellule, forse si notano catene formate di 
5—6 elementi. Gli aschi si fanno sempre pili numerosi pero contengono 
sempre due sole spore. Spesso si osservano catene costituite da 5—6 
elementi tutti sporificati. 

Tra i terreni solidi 6 stato usato anche l’agar di carota e dischi di carota 
e di patata posti in scatole Petri. In tutti questi terreni di cultura sia 


Vaspetto come le dimensioni delle cellule e delle spore sono risultati per- 
fettamente identici a quelli riferiti per agar di malto. 


Fig. 1. Saccharomycodes bisporus. Cultura sporificata; si osservano 
cellule ed aschi (Ingrand. ca. 2000). 


mi 
Nel mosto duva come nel malto si nota dapprima intorbidamento, poi 
produzione di gas e successivamente deposito al fondo; molto tardivamente 
compare una traccia di anello superficiale. 
Nell’agar di malto, nell’agar di carota, nella carota e nella patata si 
osservano patine abbondanti, mucose, liscie, dapprima di colore bianco 


grigio e nell’invecchiamento tendenti al giallognolo. 


Archiy fiir Mikrobiologie. Bd. 12, 18 
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Per disseminazione su gelatina di mosto dopo 5 giorni a 18° si osservano 
colonie rotonde, gibbose, a margini interi e lisci, non fondenti la gelatina. 
Nell’agar di malto le culture @isolamento per spandimento mostrano 
dopo 48 ore a 25° colonie rotonde, piatte a margini lisci, di consistenza 
mucosa e di colore bianco-grigio. 


Fig.2. Saccharomycodes bisporus. Cultura sporificata; si osservano 
cellule ed aschi (Ingrand. ca. 1500). 


L’infissione in gelatina di mosto dopo due mesi a 18° mostra sviluppo 
a chiodo con testa rilevata e screpolata e crescita anche lungo il canale 
d‘innesto. La gelatina non 6 minimamente fluidificata ma si presenta 
fortemente fessurata in seguito alla produzione di gas. 

I saggi di sporificazione sono stati ese- 
guiti con cura particolare; allo scopo sono 
stati usati i seguenti terreni di cultura (agar 
malto, agar carota, agar Gorodkowa, agar al 
decotto di grano, blocchetti di gesso-silice gela- 
tinosa, carota e patata) incubando a 25°. La 
sporificazione 6 facile ad ottenersi in tutti i 
terreni solidi ricordati ed é particolarmente 
rapida sui blocchetti di gesso e sulla silice 
gelatinosa. La sporificazione 6 sempre par- 
NS eves ee tenogenetica. La percentuale delle cellule che 
Vig. 3. Saccharomycodes bisporus. A . i < ee 5 
Cultura sporificata; asco unisporeo si trasforma ae PERE AETS, 6 elevatissima, a volte at 
ed asco bisporeo (Ingrand. ca, 1500). un campo mucroscopico sl Osservano quasi 

tutte cellule sporificate. In tutti i saggi di 
sporificazione eseguiti si 6 sempre osservato che ogni asco contiene quasi 
sempre due e mai pit: di due spore (v. fig. 1—3). Per contro le culture di 
Saccharomycodes Ludwigti, coltivate sugli stessi terreni, hanno dimostrato 
di formare aschi costantemente tetrasporei. 


La colonia gigante (v. fig. 4) 6 stata allestita su gelatina al mosto d’uva 
sia per la forma in questione quanto per il Saccharomycodes Ludwigii. Dopo 
due mesi a 16° le colonie giganti dei due blastomiceti non presentano forti 
differenze; in ambedue si nota una colonia rotonda con diametro di poco 
pit di un centimetro con ampio cratere centrale a forma di imbuto. Nella 
colonia gigante del Saccharomycodes Ludwigii i solchi e le rilevatezze sono 
abbastanza mareate e da queste si va ad i bordi che si presentano lobati 
per formazione di grossi mammelloni (v. fig. 5), la gelatina si presenta 
normale, Il colorito della colonia 6 bianco giallastro. Nello stipite in con- 
siderazione invece i solchi del cratere sono meno marcati ma i bordi della 
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colonia sono pitt intensamente lobati ed i lobi presentano finissime zigrina- 
ture. Anche il colore é diverso da quello della colonia gigante del Saccharo- 
mycodes Ludwigit, esso 6 infatti di un bianco sporco-grigio. Anche ‘per 
questo stipite non si nota minima traccia di liquefazione. 

La fermentabilita degli zuccheri & stata ricercata su tubi Durham e sulle 
provette Kinhorn in brodo di carne coll’aggiunta del 2°% dei rispettivi 
zuccheri. Quanto lo stipite descritto come il Saccharomycodes Ludwigit 
hanno dimostrato capacita a fermentare glucosio-levulosio-mannosio e 
saccarosio; la forma in studio @ capace di fermentare anche il raffinosio ma 
soltanto per 1/8. 

Leassemilazione dei nitrati si & dimostrata negativa. 


Fig. 4. Saccharomycodes bisporus. Fig.5. Saccharomycodes Ludwigii. 
Colonia gigante su gelatina di mosto Colonia gigante su gelatina di mosto 
dopo 60 giorni a 16° (Ingrand. ca. 4). dopo 60 giorni a 16° (Ingrand. ca. 4). 


La crescita in presenzu di alcool etilico quale unica sorgente idrocarbonata 
ha mostrato sviluppo ottimo. ; 

Nel vino ottenuto seminando il germe su mosto d’uva sterile ed 
esaminato a fermentazione ultimata sono state trovate quantita discrete di 
acidita volatile (0,52°/,)) e piuttosto forti di acetoina, dette quantita sono 
perd notevolmente minori di quelle riscontrate nello stesso mosto seminato 
con Saccharomycodes Ludwigti. — 

La descrizione data dimostra chiaramente che lo stipite in studio 
diversifica sostanzialmente dal Saccharomycodes Ludwigit sia per una 
leggera differenza di forma delle cellule, sia perché l’asco non contiene 
mai pi di due spore, come per alcuni caratteri della colonia gigante e 
per la capacité a fermentare per 1/3 il raffinosio. Ma ben pit marcate 
risultano le differenze allorché si confrontano le modalité di germinazione 
delle ascospore. Enoto che in Saccharomycodes Ludwigit le quattro 
spore prima di germinare coniugano a due a due e che questo fatto 
é quasi generale in detta specie. La germinazione delle ascospore nello 
stipite descritto avviene invece in maniera del tutto particolare. Hstata 
potuta seguire la germinazione portando in mosto d’uva pochissimi 
aschi e servendosi della cameretta di Béttcher sul fondo della quale era 
stata posta dell’acqua ed unendo il vetrino coprioggetto mediante 
molta vasellina onde la goccia non avesse a prosciugarsi. La germinazione 
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delle spore é stata seguita in ambiente a 25°; essa si manifesta colle 
seguenti modalité. Le due spore che dapprima appaiono ben distinte 
Puna dall’altra, si fanno man mano meno osservabili; il contenuto di 
esse tende a farsi pil trasparente e l’episporio ad assottigliarsi. Detti 
fatti tendono sempre pili a progredire finché ad un dato momento 
l’asco si presenta come diviso in due loculi separati da una sottile linea 
di demarcazione. Successivamente anche questo setto viene riassorbito 
e l’asco é cosi trasformato in una cellula che presenta finissime granula- 
zioni e che si riproduce normalmente per gemmazione. In poche parole 
la germinazione delle spore é preceduta dal riassorbimento completo 
delle pareti con un processo del tutto inverso a quello che si osserva. 
nella trasformazione della cellula in asco. La germinazione delle spore 
é stata saggiata moltissime volte e le modalita osservate sono state 
sempre le medesime. Per contro la germinazione di spore di Saccharo- 
mycodes Ludwigii, eseguita parallelamente e colle stesse norme dello 
stipite descritto, si é sempre manifestata con la coniugazione di due 
spore e successiva gemmazione. 

Nello stipite descritto si ha quindi una fusione delle due ascospore 
ma questo fatto non ha nulla in comune con cid che si verifica in Saccharo- 
mycodes Ludwigit e un simile comportamento é pit prossimo anzi alle 
modalita di germinazione delle spore nelle specie del genere Saccharo- 
myces. A questo riguardo si puod avvertire che anche la forma della 
colonia gigante é forse pili vicina a quella di aleune specie di Saccharo- 
myces anziché a quella del Saccharomycodes Ludwiqit. 

Il riferimento della forma descritta & molto semplice. Le cellule 
tipicamente apiculate o a forma di suola di scarpa e le modalitéa di 
formazione degli aschi fanno riportare il germe in studio indiscutibil- 
mente al genere Saccharomycodes. In questo genere oggi viene riportato 
soltanto il Saccharomycodes Ludwigii perché la specie isolata da Rowax (7) 
e descritta da Klécker come Saccharomycodes Beherensianus non é 
reperibile. D’altronde il Saccharomycodes Beherensianus avrebbe posse- 
duto caratteri morfologici e biochimici ben differenti da quelli del 
germe in questione. Siccome le differenze tra il mio Saccharomycodes 
e il Saccharomycodes Ludwigit sono ben evidenti e riguardano diversi 
caratteri, ritengo opportuno considerare il mio stipite come una specie 
non ancora segnalata per la quale propongo il nome di Saccharomycodes 
bisporus e della quale riporto una breve diagnosi. 


Saccharomycodes bisporus n. sp. 


Cellule globose ovali ma per lo pit apiculate o a tipica forma di 
suola di scarpa riproducentesi per un processo intermedio tra la scissione 
e la gemmazione delle dimensioni medie di 12—15—20-7—9 yp. Nel 
mosto d’uva e nel malto si ha dapprima intorbidamento, indi fermenta- 
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zione attiva e poi deposito e traccia di anello superficiale. La sporifica- 
zione é facile e partenogenetica. Le spore sono rotonde a parete liscia, 
quasi sempre due e mai pit di due per asco, delle dimensioni di 4.24.4 UL. 
La germinazione delle ascospore non é preceduta da coniugazione. 
Fermentazione del glucosio-levulosio-mannosio-saccarosio e per | /3 del 
raffinosio. La crescita in presenza di alcool etilico & buona e nulla 
Passimilazione dei nitrati. La colonia gigante si presenta con cratere 
centrale e bordi sinuosi finemente zigrinati. Le patine di vecchie culture 
su agar malto sono liscie, mucose di colore grigio giallognolo. La lique- 
fazione della gelatina é negativa. In mosto d’uva é capace di produrre 
il 10,33% di alcool in volume, 0,52°/o9 di acidit& volatile e quantita 
sensibili di acetoina. 
Riassunto. 

Viene descritta una nuova specie di Saccharomycodes isolata dai 
mosti dei colli romani durante la vendemmia del 1939 che viene indicata 
come Saccharomycodes bisporus n. sp. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine neue Art von Saccharomycodes beschrieben, die aus 
dem Most der romanischen Hiigel im Herbst 1939 isoliert wurde und 
die Bezeichnung Saccharomycodes bisporus n. sp. erhalt. 
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(Aus dem Institut fiir physiologische Botanik der Universitat Uppsala.) 


Uber die Sporenkeimung bei einigen Gasteromyceten 
und mykorrhizabildenden Hymenomyceten. 
Von 
Nils Fries. 
Mit 5 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 23, Juli 1941.) 


Die Arbeiten, die bisher iiber Genetik, Sexualitat und Kernphasen- 
wechsel der Hymenomyceten durchgefiihrt wurden, haben so gut wie 
ohne Ausnahme die Verhaltnisse bei gewissen koprophilen und _ ligni- 
philen Gruppen behandelt (vor allem den Gattungen: Coprinus, Panae- 
olus, Stropharia und Psathyrella bzw. Hypholoma, Pholiota, Collybia, 
Schizophyllum, Lenzites, Polyporus, Trametes, Fomes, Stereum und 
Corticium). Die dkologisch sehr wichtige Gruppe, welche die humus- 
bewohnenden Mykorrhizabildner darstellen und die, wenn auch nicht 
die meisten, doch einen sehr groBen Teil aller bekannten H ymenomyceten- 
Arten umfaBt, wurde hingegen nicht in den genannten Beziehungen 
untersucht. (Hierzu gehéren u.a. die Gattungen Amanita, Tricholoma, 
Clitopilus, Entoloma, Hebeloma, Inocybe, Cortinarius, Russula, Lactarius, 
Oantharellus, Paxillus und Boletus.) Der Grund dieses Verhaltens ist 
einfacher Natur. Was Untersuchungen der fraglichen Art betrifft, so 
ist es namlich notwendig, der Entwicklung des Pilzes von der keimenden 
Spore an zu folgen oder wenigstens Einspormycel zur Verfiigung zu 
haben. Trotz zahlreicher Versuche bis von der Mitte des vorigen Jahr- 
hunderts an war man indessen noch nicht imstande, unter kontrollierten 
Bedingungen Keimung bei Sporen von mykorrhizabildenden H ymeno- 
myceten hervorzuruten (vgl. Melin 1936). 

Ebenso verhalt es sich hinsichtlich der den Hymenomyceten nahe- 
stehenden Gasteromyceten. Nur bei den hauptsachlich auf Holz wachsen- 
den Nidulariaceen sowie bei Sphaerobolus kann man mit Sicherheit die 
Sporen zur Keimung bringen, waihrend dagegen alle andern_ bisher 
erprobten Gasteromyceten allen Anstrengungen in dieser Richtung 
trotzten oder einzelne gegliickte Versuche spater niemals wiederholt 
werden konnten. 

Uber das Problem der Sporenkeimung bei den erwahnten Pi'z- 
gruppen lat sich also sagen, dafs es in gewissem Make eine Schliissel- 
stellung in der Hinsicht einnimmt, da erst durch dessen Lésung die 
Moglichkeit der Klarlegung einer Reihe wichtiger Fragen iiber viele 
unserer haufigsten Pilze entsteht, Dessen ungeachtet kann man gleich- 
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wohl annehmen, daB eine Analyse des offenbar sehr komplizierten 
keimungsphysiologischen Problems, das hier vorliegt, auch Ergebnisse 
von allgemeinem physiologischen Interesse zu liefern vermag. 


Bevor ich zum Bericht iiber meine eigenen Untersuchungen schreite, 
will ich zunadchst eine kurze Ubersicht iiber die wichtigsten Arbeiten 
geben, die bisher tiber die Sporenkeimung bei Gasteromyceten und 
mykorrhizabildenden Hymenomyceten veréffentlicht wurden, 


Literaturiibersicht. 


Nidulariimeae bildet die einzige Gasteromyceten-Gruppe, wo die Sporen 
ohne Schwierigkeit zur Keimung gebracht werden kénnen. Gegliickte 
Keimungsversuche mit Vertretern dieser Gruppe (Crucibulum vulgare und 
Cyathus striatus) wurden bereits friih unternommen und seitdem oft wieder- 
holt (Hoffmann 1859, Hesse 1876, Hidam 1877, Brefeld 1877, Leininger 
T9115 a. a.). 


GréBere Schwierigkeiten bot Sphaerobolus, gewohnlich zur Gruppe 
Sclerodermatineae gerechnet. Altere Angaben iiber Keimung bei diesem 
Pilz betreffen unzweifelhaft die leichter keimbaren Oidien, die sich in 
groBer Menge im Fruchtkérper bilden (Corda 1842, Pitra 1870, Fischer 
1884), wahrend die Basidiosporen hier besondere Keimungsbedingungen 
fordern (Pillay 1923, Lorenz 1933). Bei dem ebenfalls zu Sclerodermatineae 
gehorenden Pisolithus behauptet Bruns (1894) eine sehr sparliche Keimung 
beobachtet zu haben. Da der Versuch offensichtlich nicht unter sterilen 
Bedingungen durchgefiihrt wurde und insgesamt nur ,,2 oder 3‘‘ Sporen 
als keimend zu sehen waren, diirfte eine gewisse Zuriickhaltung am 
Platze sein. 

Die haufigen und in reichem MaBe sporenbildenden Stéublinge und 
andere Vertreter der Gruppe Lycoperdineae wurden von ‘verschiedenen 
Forschern behandelt. Hoffmann (1859) behauptete zwar, Sporenkeimung 
bei einer Bovista-Art und drei Lycoperdon-Arten beobachtet zu haben, 
indessen stellt er in einer Arbeit ‘vom folgenden Jahr (1860) in eigentiim- 
lichem Gegensatz hierzu fest, daB alle Versuche mit Lycoperdon-Sporen 
miBgliickten. In gréBeren, zusammenfassenden Arbeiten konstatieren 
auch sowohl de Bary (1884) als Brefeld (1877, 1908), daB Sporenkeimung 
bei einem Vertreter fiir Lycoperdineae niemals zu bemerken war. In einer 
umfassenden und griindlichen keimungsphysiologischen Untersuchung 
stellte Ferguson (1902) u. a. mit drei Lycoperdon-Arten und Calvatia cyathi- 
forme Versuche an, und 10 Jahre spater bemiihte sich Cool (1912) in lang- 
wierigen Versuchen Keimung bei Lycoperdon-Arten, Bovista nigrescens und 
Geaster sp. za erreichen. Es wurden jedoch in keiner von diesen Unter- 
suchungen positive Ergebnisse erhalten. 1928 berichtet Swartz, daB er 
dadurch, da® er Sporen von Lycoperdon pyriforme abwechselnd anfeuchtete 
und trocknete, diese zum Keimen zu bringen vermochte. Es wurden nur 
friihe Keimungsstadien beobachtet und abgebildet. Spatere Versuche von 
Kaufmann (1934), der dieselbe Methodik anwandte, gaben véllig negative 
Ergebnisse. 

Innerhalb der Gasteromyceten-Gruppen Phallineae, Hymenogastrineae 
und Podaxineae lieB sich niemals Sporenkeimung wahrnehmen (vgl. de Bary 
1866, Brefeld 1908). 
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Nicht ganz so viele Untersuchungen wurden iiber die Keimungs- 
verhaltnisse bei mykorrhizabildenden Hz menomyceten durchgefiihrt. Bre- 
feld (1877, 1908) erwaihnt miBgliickte Versuche mit Amanita und Boletus. 
Cool (1912) versuchte gleichfalls ohne Erfolg Sporenkeimung bei Arten der 
Gattungen Amanita, Russula, Lactarius, Cortinarius und Boletus za be- 
wirken. Levine (1913) erprobte mit dem gleichen Ergebnis neun verschiedene 
Boletus-Arten. Die einzige Angabe iiber Sporenkeimung bei Boletus liefert 
Hammarlund (1923), der wihrend seiner zw6lfjahrigen Arbeiten mit Boletus 
elegans bei drei verschiedenen Gelegenheiten unter auBerst verschieden- 
artigen Bedingungen Keimung wahrnahm. Diese Keimungen traten offenbar 
vollkommen zufallig auf und lieBen sich nicht wiederholen. SchlieBlich 
kann man hier Vandendries’ (1933) Versuche mit u.a. Amanita, Russula, 
Cortinarius und Boletus erwahnen, die zu keinen positiven Ergebnissen 
fiihrten. 

Einleitende Versuche. 


Es war urspriinglich meine Absicht, im Herbst 1939 keimungs- 
physiologische Untersuchungen iiber eine Anzahl mykorrhizabildende 
Hymenomyceten zu beginnen. Die Zeitumstande machten indessen die 
Verwirklichung dieses Planes unméglich. Als ich spater wahrend des 
Winters Gelegenheit erhielt, die Arbeit wieder aufzunehmen, fand sich 
natiirlich kein Material von den betreffenden Pilzen zur Verfiigung. Ich 
entschloB mich daher, statt dessen Versuche mit einigen Lycoperdon- 
Arten anzustellen, beziiglich derer man ja Grund hatte zur Annahme, 
daB die Sporen ihr Keimvermégen wenigstens tiber einen Winter be- 
wahrten. Das zu meiner Verfiigung stehende Material bestand aus 
einigen trockenen Fruchtkérpern von Lycoperdon umbrinum Pers., 
L. echinatum Pers., L. pratense Pers. und L. nigrescens Pers., von denen 
die meisten bei Femsjé (Smaland) wahrend des Herbstes 1939 durch 
Herrn Seth Lundell eingesammelt wurden. 


Die zahlreichen, vollstaindig ergebnislosen Keimungsversuche, die 
zuerst durchgefiihrt wurden, sollen hier nur in gréBter Kiirze erwahnt 
werden. So wurden ohne jeden Erfolg eine groBe Anzahl verschiedener 
Agar- und Gelatinesubstrate erprobt, die teils von mehr synthetischer Art 
waren, teils Extrakt verschiedener Art enthielten. Diese wurden in Petri- 
Schalen auf gew6hnliche Weise in Platten gegossen und die in Wasser auf- 
geschlimmten Sporen mittels einer Platin-Ose auf die Oberfliche auf- 
gestrichen oder beim GieBen eingeschmolzen. Weiterhin fanden Versuche 
mit Pepsinbehandlung (nach Pillay 1923), Bestrahlung der Substrate mit 
ultraviolettem Licht (nach v. Huler 1925, Bechmann 1929, Blank und 
Tiffney 1936) sowie griindliche Auswaschung der Sporen statt, um diese 
von gegebenenfalls vorkommenden keimungshemmenden Stoffen zu befreien. 


Ein besonderes Interesse glaubte ich der Methode ,,Trocknen — An- 
feuchten‘* widmen zu miissen, da diese mit Sicherheit die Keimung von 
Myxomyceten-Sporen begiinstigt (Jahn 1905, Gilbert 1929 u.a.), und vor 
allem da Swartz (1928) als der einzige angibt, mittels dieser Verfahrungs- 
weise Sporenkeimung bei Lycoperdon induziert zu haben — lassen wir es 
dahingestellt, da seine Ergebnisse spater nicht durch Kaufmanns (1934) 
umfassendere Untersuchungen bekraftigt wurden, 
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Aufschlammungen von Lycoperdon-Sporen in destilliertem Wasser oder 
in Lésungen verschiedener Art wurden auf steril placierten Uhrglaisern 
eintrocknen gelassen. Darauf wurde dest. Wasser zugesetzt, worauf eine 
neue Eintrocknung folgte usw., und diese Behandlung wurde mehrere Male 
wiederholt. Mit gleichmaBigen Zwischenriumen wurde das Aussehen der 
Sporen unter dem Mikroskop beobachtet, woneben mittels Platin-Ose 
Aufstreichungen auf Platten von verschiedenem Substrat vorgenommen 
wurden. Eine unter dem Mikroskop wahrnehmbare Verdnderung der 
Sporen auf dem Uhrglas in Form einer Schwellung oder dgl. lieB sich in 
keinem Falle nachweisen. Die auf Platten aufgestrichenen Sporen blieben 
gleichfalls unverandert, und in der Regel sprossen rasch groBe Bakterien- 
und Hefekolonien aus sowie Mycel von verschiedenen gew6hnlichen Infek- 
tionspilzen. All dies riihrte natiirlich ‘von den bereits im Fruchtkérper 
infizierten Lycoperdon-Sporen her. 

Mitunter geschah es, da® auf Platten mit in eben genannter Weise 
aufgestrichenen Lycoperdon-Sporen keine Infektionsmycelien heran- 
wuchsen, sondern die Sporen allmahlich nur in groBe Bakterien- oder 
Hefekolonien eingebettet wurden. Auf einer Reihe derartiger Platten 
aus Malzagar (hier und im folgenden immer: 2,5 °, Malzextrakt + 1,5% 
Agar-Agar), wo das Sporenmaterial von einem Fruchtkérper von 
Lycoperdon umbrinum stammte, beobachtete ich nach 4 Wochen einzelne 
langsam und hauptsichlich submers wachsende, ziemlich diinne Hyphen, 
die aus gewissen Bakterienkolonien hervordrangen. Nachdem sie ein 
paar Millimeter in den reinen Malzagar gewachsen waren, konnten 
Isolierungen auf Réhrchen hergestellt werden. Es entwickelte sich 
Mycel vom Basidiomyceten-Typ, und dieses zeigte nach Aussehen und 
Wachstumsweise Ubereinstimmung mit Gewebekulturen von Lyco- 
perdon-Arten. 

Es erschien mir nicht allzu kiihn, mit der Méglichkeit rechnen zu 
diirfen, da® die isolierten Mycelien aus Lycoperdon-Sporen entstanden 
waren, die auf den infizierten Platten gekeimt hatten. Mit vollstandiger 
GewiBheit konnte indessen erst dann gerechnet werden, nachdem die 
- Keimung unter dem Mikroskop beobachtet worden war. 


Der Umstand, daB die vermeintlichen Mycelien immer aus Bak- 
terienkolonien oder gemischten Bakterien- und Hefekolonien hervor- 
wuchsen, lie8 darauf schlieBen, daB die Keimung durch die Tatigkeit 
vorhandener Organismen induziert wurde. Diese Annahme konnte 
recht bald zum Beweis erhoben werden. Bakterien, Hefen und eine 
Reihe hyphenbildender Pilze wurden von den infizierten Platten isoliert 
und deren Einwirkung auf die Keimung der Sporen von Lycoperdon 
ambrinum naher untersucht. Ein Bakterienstamm und einige Pilz- 
mycelien (u.a. ein im folgenden erwahnter ,,Inf.--Pilz A‘) besaBen 
eine — wenn auch recht schwache — anregende Wirkung auf die 
Keimung. Von einer Reihe bekannter Pilze (aus Prof. H. Melins Stamm- 
kulturen), die ebenfalls fiir den gleichen Zweck erprobt wurden, lief 
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sich eine kraftige Wirkung durch u.a. Torula Suganii Okunuki und 
Torulopsis sanguinea (Scimon ) ( “if. et Red. erhalten und eine bedeutend 
schwichere durch u.a. Trichosporium heteromorphum Nannf. und 
Cladosporium sp. Die kraftigste Wirkung wurde jedoch durch eine 
Wildhefe (im folgenden ,,Hefe X‘‘ genannt) erreicht, die bei der Ziichtung 
auf Malzagar Keimung bei Lycoperdon-Sporen hervorzurufen vermochte, 
und zwar nicht nur in der Hefekolonie selbst, sondern auch in zentimeter- 
weitem Abstand von ihr. Der Keimungsvorgang lief sich im letzten 
Falle ohne Schwierigkeit verfolgen, und die keimenden Sporen konnten 
durch den Boden der Petri-Schale mikrophotographiert werden. [Auf 
diese Weise aufgenommene Mikrophotographien vermégen leider in 
der Regel keinen héheren Scharfegrad zu erreichen, wie aus Abb. 3—5 
(S. 278 und 279) hervorgeht.] 

Durch die zuletzt erwaihnten Beobachtungen und Experimente 
war also ein zwar eigenartiges, jedoch — wie sich zeigen sollte — frucht- 
tragendes Verfahren entdeckt worden, um Sporenkeimung bei gewissen 
Lycoperdon-Arten zu erzielen. Wie aus dem Folgenden hervorgehen 
wird, lieB sich dies in kurzer Zeit zu einer vollkommen sicheren und 
reproduzierbaren Methodik gestalten. 


Die Sporenkeimung bei Lycoperdon umbrinum Pers. 


Bei den nun folgenden, eingehenderen Versuchen zwecks Erforschung 
der Art der giinstigen Einwirkung gewisser Pilze auf die Sporenkeimung 
bei Lycoperdon beschrankte ich mich darauf, nur mit einer Lycoperdon- 
Art, naémlich L. wmbrinum Pers., zu arbeiten, um dann eventuell die 
hierbei gewonnenen Ergebnisse auch auf andere Arten anzuwenden. 
Das dabei verwendete Sporenmaterial stammte ausschlieBlich von 
einem einzigen Fruchtkérper, der am 23. September 1939 in Femsjé, 
Smaland, durch Herrn Seth Lundell aufgefunden worden war. Dieser 
Fruchtkérper hatte sich namlich zum Unterschied von so gut wie allen 
andern hier gepriiften Fruchtkérpern von Anfang an als beinahe vollig 
infektionsfrei erwiesen, und seine Sporen besaBen einen relativ hohen 
Keimprozentsatz (etwa 3°). 

Als aktivierender Organismus bei diesen Versuchen wurde anfangs 
selbstverstandlich ,.Hefe X‘* verwendet. 

Das im Vorhergehenden beschriebene Verfahren, das zum ersten ge- 
glhickten Keimungsversuch mit Lycoperdon-Sporen fiihrte, konnte sehr bald 
betrachtlich vereinfacht werden, Die ganze einleitende Behandlung mit 
abwechselnd Anfeuchten und Trocknen der Sporen erwies sich fiir die 
Erreichung positiver Ergebnisse als vollkommen iiberfliissig. Durch diese 
Vereinfachung wurde auch in einer bestimmten’Hinsicht ein groBer Vorteil 
erzielt, Die in vielen Fallen bereits von Anfang an bedeutende Infektion 
durch Bakterien und fremde Pilzsporen in den hergestellten Sporen-Suspen- 
sionen entwickelte sich natiirlich weiter, falls die Sporen-Suspensionen eine 
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langere Zeit bei der ‘verhaltnismaBig hohen Temperatur stehengelassen 
wurden, die im Hinblick auf die Kindunstung erwiinscht war. Durch Her- 
stellung der Sporen-Suspensionen unmittelbar vor dem Versuch oder durch 
deren Aufbewahrung bei niedriger Temperatur wurde die Weiterentwicklung 
vor allem von Bakterien verhindert. 

Nachdem weiterhin eine Reihe kleinerer Vereinfachungen stattgefunden 
hatte, war ich zu folgender einfacher Methode gelangt, die spater bei so gut 
wie allen Versuchen als Kontrolle angewandt wurde und ausnahmslos 
positive Ergebnisse lieferte. 

Die Sporen-Suspension wurde am einfachsten in dest. Wasser in Kolben 
mit eingeschliffenem Pfropfen hergestellt, worin die Sporen durch kraftiges 


a a 


“Abb.1. Keimende Spore von Lycoperdon umbrinum. Vergr. 1300. 


Schiitteln ordentlich aufgeschlammt werden konnten. In der Regel wurde 
jeder Petri-Schale 1 ccm Sporen-Suspension zugesetzt und gleichférmig in 
die Malzagarplatte bei deren GuB eingeschmolzen. Mittels einer Platin-Ose 
wurde dann Hefe X (von einer Réhrchenkultur auf Malzagar) hier und. da 
auf die Oberflache der Platte geimpft, so da sich darauf etwa 10 bis 
20 Kolonien ausbildeten. (Abb. 2 zeigt die Methode in eimem Keimungs- 
versuch mit Scleroderma aurantium angewandt, s. unten S. 274.) 

Die ersten keimenden Sporen lieBen sich im allgemeinen 5 Tage 
nach dem GieBen der Platte wahrnehmen. Wurde Sporen-Suspension 
auf die Oberflache zwischen gut herangewachsene Hefekolonien auf- 
gestrichen, fand die Keimung schneller statt, wahrend des vierten Tages 
oder in Ausnahmefallen bereits wahrend des dritten. 

Beim Verlauf der Keimung war nichts Besonderes zu bemerken. 


Ohne daB die Spore die Form anderte, wuchs von einem Fleck auf ihrer 
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Oberfliche eine Keimhyphe aus, die sich mitunter unmittelbar ver- 
zweigte (Abb. 1) und mitunter eine betrachtliche Lange erreichte, bevor 
Verzweigung auftrat. 


Keimende Sporen wurden immer zuerst in der Nahe der Hefe- 
kolonien beobachtet, waren jedoch sehr bald iiberall auf der Platte zu 
finden. Durch Entfernung der Hefe nach einer Zeit des Wachstums 
auf der Platte diirfte man daher ein fiir die Keimung von Lycoperdon- 
Sporen verwendbares Substrat erhalten. Angestellte Versuche zeigten, 
da dies méglich war und das dabei erhaltene Substrat, hier ,,Hefe- 
malzagar‘’ genannt, autoklaviert und in Rodhrchen verwahrt werden 
konnte, ohne dafS dessen anregende Eigenschaften auf die Keimung 
verlorengingen. 


Hefemalzagar wurde zweckdienlich auf folgende Weise hergestellt. 
In groBen Petri-Schalen wurden 0,5—1cem dicke Malzagarplatten gegossen 
und mit Hefe X in Form einer Aufschliammung geimpft, so daB sich eine 
Deckschicht von Hefe bildete. Nach 6 Tagen wurde die zu diesem Zeit- 
punkt ziemlich dicke Hefeschicht abgeschabt, die Oberflache reingespiilt 
sowie die Hefemalzagarplatte in Stiicke zerteilt und in einem Kolben in 
stré6mendem Dampf geschmolzen. Der Hefemalzagar konnte dann auf 
Rohrehen tiberfiihrt und autoklaviert oder durch wiederholtes Kochen 
sterilisiert werden. 


Obwohl die. Keimung der Lycoperdon-Sporen in der Regel besser 
auf Malzagar mit lebender Hefe X als auf Hefemalzagar stattfand, bot 
das letztere Substrat doch gewisse Vorteile, vor allem bei der Isolierung 
von Einspormycel. 


Aus den eben geschilderten ,,Grundversuchen*: geht also hervor, 
daB Hefe X durch ein zeitweises Wachstum auf Malzagar eine Ver- 
anderung desselben in der Richtung bewirkt, da Sporen von Lycoperdon 
auf ihm zu keimen vermégen. Diese Kigenschaft wird auch nach Auto- 
klavierung beibehalten. Welcher Art ist nun diese Veranderung ? 
Bedeutet sie, dafi dem Substrat ein das Wachstum anregender Stoff 
zugefiihrt wird, oder besteht sie in der Entfernung von bereits anfanglich 
vorkommenden, hemmenden Stoffen ? 


Die erste Méglichkeit wurde durch mehrere Versuche gepriift. 
Allen Bestrebungen, aus Hefemalzagar oder Hefe X einen wirksamen 
Extrakt zu erhalten, blieb indessen der Erfolg versagt. Da sich bei 
Hefe X vermuten lieB, da sie verschiedene Arten von Wuchsstoffen 
erzeugt, wurde die Wirkung von Aneurin, Biotin, Lactoflavin, Nikotin- 
sdureamid, Ascorbinsiure und Inosit in verschiedenen Konzentrationen 
und Kombinationen erprobt, in simtlichen Fallen jedoch ohne Erfolg. 


Auch die oben erwahnte zweite Méglichkeit wurde eingehend be- 
handelt. Ks kam mir anfangs ziemlich unwahrscheinlich vor, daB es 
sich einzig und allein um eine Entfernung von keimungshemmenden 
Substanzen handeln mochte, da in diesem Falle billigerweise auf einem 
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der zahlreichen Substrate, die in den Einleitungsversuchen erprobt 
wurden, ein positives Ergebnis hatte erreicht werden miissen. Es 
wurden indessen jetzt neue Versuche angestellt, wobei groBe Sorefalt 
darauf verwendet wurde, den Agar vor der Kombinierung mit einer 
geeigneten synthetischen Nahrlésung durch eine griindliche Waschung 
in dest. Wasser von allen léslichen Stoffen zu befreien. Ich erhielt 
hierbei eine diirftige Keimung auf einem Substrat von folgender Zu- 
sammensetzung: Glucose 20g, NHy,-Tartrat 5¢, NH,NO, 1g, 
KH,PO, 1g, MgSO,-7.H,0 05g, NaCl 0,1g, CaCly-0,1g, FeCl, 
(1%ige Lésung) 10 Tropfen, Agar-Agar 15 ¢, H,O (dest.) 1000 ccm. 

Bei der Anwendung von ungewaschenem Agar, aber sonst gleicher 
Zusammensetzung des Niaihrbodens, fand keine Keimung statt. 

In diesem Falle war es also offensichtlich, da8 im Agar urspriinglich 
vorkommende, in Wasser lésliche Stoffe vollstandig die Sporenkeimung 
verhinderten. Es war nun natiirlich von Interesse festzustellen, in 
welchem Grade die gefundenen ,,keimungsanregenden Organismen“ auf 
dieses Verhalten einzuwirken vermochten. Hefe X wuchs AuBerst 
schwach auf den fraglichen synthetischen Nahrbéden (auch nach 
Zusatz von Aneurin, Biotin und Inosit). Nach einiger Zeit rief sie 
gleichwohl auf dem Substrat mit ungewaschenem Agar Keimung 
hervor und konnte auBerdem das sonst spirliche Keimen auf dem 
Substrat mit gewaschenem Agar auffallend steigern. Die Wirkung 
von ,,/nf.- Pilz A“ war vollstandig gleichartig, obwohl sie schneller und 
kraftiger erfolgte, da dieses Mycel auf den genannten synthetischen 
Nahrmedien gut wachst. 

SchlieBlich unternahm ich auch einen Versuch, ,,/nf.-Pilz A‘ auf 
der oben erwahnten synthetischen Nahrlésung (ohne Agar) zu ziichten 
und die angewandte Kulturfliissigkeit mit Zusatz von gewaschenem 
Agar als Substrat fiir Sporenkeimung zu priifen. Es zeigte sich, daf 
die unter diesen Bedingungen auftretende Keimung die schnellste und 
reichlichste war, die ich itiberhaupt mit Lycoperdon wmbrinum erhalten 
habe. Worauf die giinstige Veranderung beruht, die die synthetische 
Nahrlésung durch die Einwirkung des genannten Mycels erfahrt, ist 
zur Zeit Gegenstand weiterer Untersuchungen. 

Die Ergebnisse der oben geschilderten Versuche lassen meiner 
Ansicht nach kaum mehr als eine Deutung zu. Die Sporen von Lyco- 
perdon wmbrinum keimen nur in einer Umwelt, die frei von gewissen 
wasserldslichen, stark keimungshemmenden Stoffen ist, die u.a. in 
Agar und Malzextrakt vorkommen. Die fraglichen Stoffe kénnen 
durch Waschung aus dem Agar entfernt, jedoch auch durch die Tatigkeit 
gewisser Organismen eliminiert oder neutralisiert werden. Diese Orga- 
nismen scheinen ferner eine weitere Verinderung des Substrats in einer 
fiir die Keimung giinstigen Richtung zu bewirken, eine Veranderung, 
deren Natur aber noch nicht naher analysiert ist. 
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Die Sporenkeimung bei anderen Gasteromyceten. 
a) Lycoperdon-Arten. 


Unter Anwendung der oben auf S. 271 beschriebenen Methode mit 
Malzagar + lebender Hefe X wurde die Keimfahigkeit bei Sporen von 
weiteren vier Lycoperdon-Arten gepriift, namlich L. echinatum Pers. 
(von Uppsala, eingesammelt im Oktober 1939), L. nigrescens Pers. (von 
Femsj6, eingesammelt im September 1939), L. pratense Pers. (von 
Femsjé, eingesammelt im September 1939, und von Uppsala, ein- 
gesammelt im September 1940) und L. pyriforme Pers. (von Uppsala, 
eingesammelt im September 1940). In samtlichen Fallen keimten 
die Sporen, obwohl die Keimprozente auf erst niedrig lagen und mit 
Sicherheit niemals gréBer als 0,1°% waren. Die Keimungen begannen 
schon wahrend der ersten Woche des Versuches und verliefen — 
soweit ich finden konnte — auf gleiche Weise wie bei Lycoperdon 
umbrinum. 

Die folgenden Ziffern bezeichnen das Alter der Sporen in Monaten 
(vom Einsammeln der Fruchtkérper an gerechnet) fiir die verschiedenen 
Lycoperdon-Arten in den unternommenen Versuchen: L. wmbrinum: 
9—22, L. echinatum: 9, 12 und 21, L. nigrescens: 13, L. pratense: 10 
und 12, L. pyriforme: 1 und 10. In den Fallen, wo zwei oder mehrere 
Versuche unter Anwendung von Sporenmaterial von demselben Frucht- 
kérper veranstaltet wurden, konnte niemals ein Verschwinden oder 
iiberhaupt Abnehmen der Keimfahigkeit festgestellt werden. Aus den 
oben angefiihrten Ziffern kénnen also keine SchluBfolgerungen hin- 
sichtlich der Maximalzeit gezogen werden, waihrend der die Lycoperdon- 
Sporen ihre Keimfahigkeit bewahren. 


b) Scleroderma aurantium Pers. 


Das Sporenmaterial fiir die mit Scleroderma awrantium durch- 
gefiihrten Keimungsversuche stammte ausschlieBlich von ein und dem- 
selben Fruchtkérper, der am 14. September 1940 bei Lijungby, Smaland, 
von Dr. O, Modess aufgefunden worden war. Das Innere des Frucht- 


k6rpers erwies sich als vollkommen frei von Infektion durch Bakterien 
und fremde Pilzsporen. 


Der erste Keimungsversuch, bei dem Malzagar mit lebender Hefe X 
als Substrat verwendet wurde, gab ein véllig negatives Ergebnis. Ich 
erprobte daher ein anderes Substrat, im folgenden als ,,Hagem-Malz- 
agar‘ bezeichnet, das sich als sehr geeignet fiir die Ziichtung von Gewebe- 
kulturen von verschiedenen Basidiomyceten erwiesen hat (nach Er- 
fahrungen von Dr. O. Modess). Dies hatte folgende Zusammensetzung 
(Hagems Nahrlésung + 0,5 °% Malzextrakt + 1,5 % Agar): Glucose 5 g, 
MgS0,4-7H,0 05g, KH,PO, 0,5g, NH,Cl 0,5¢, Fe Cls (1 %ige 
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Lésung) 10 Tropfen, Malzextrakt 59, Agar-Agar 15 g, H,O (dest.) 
1000 ccm. In Platten dieses Nahrmediums wurden die Sporen auf 
gewohnliche Weise eingeschmolzen, worauf Hefe X auf die Oberflache 
geimpft wurde. Nach ein paar Wochen konnte ich feststellen, dak 
einzelne Sporen gekeimt hatten (Abb. 2). 


eae 
Der Versuch wurde zweimal wiederholt, und hierbei kamen gewohn- 
liches Malzagar (mit und ohne lebende Hefe X ), Hefemalzagar sowie 


Abb. 2. Zwei Monate alte Platte von einem Keimungsversuch mit Scleroderma aurantium. Substrat: 
Hagem-Malzagar + lebende Hefe X. Zwischen den gr6Beren Hefekolonien sieht man kleine Hinspor- 
mycelien von Scleroderma heranwachsen. Etwas verkleinert. 


Hagem-Malzagar (mit und ohne lebende Hefe X) als Substrat zur 
Erprobung. Keimung fand nur auf Hagem-Malzagar mit lebender 
Hefe X statt. 

In dem zuletzt ausgefiihrten Versuch waren die Sporen 7 Monate 
alt (vom Einsammeln des Fruchtkérpers an gerechnet), doch war das 
Keimprozent mindestens ebenso gro wie im ersten gegliickten Versuch, 
wo die Anzahl der keimenden Sporen auf ungefahr 1 °/, geschatzt wurde. 
Die ersten Keimungen traten bereits nach einigen Tagen auf, und dann 
folgten nach und nach neue iiber einen Monat lang. 

Der Verlauf der Keimung wurde nicht naher untersucht. Es 
entstand, jedoch nicht der Hindruck, als ob die groBen dickwandigen 
Sporen eine sichtliche Veranderung bei der Keimung erfuhren. 
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Die Sporenkeimung bei Tricholoma und Boletus. 


Die fiir die Keimung von Lycoperdon-Sporen zuerst angewandte 
Methodik mit lebender Hefe X und mit Hefemalzagar wurde wahrend 
des Sommers 1940 ausgearbeitet. Ich beschloB daher, wahrend des 
Herbstes mit seinem Vorkommen an fleischigen Hutpilzen die An- 
wendung der genannten Verfahrungsweisen auch bei einer Reihe mykor- 
rhizabildender Hymenomyceten von den Gattungen T'richoloma und 
Boletus zu versuchen. 

Die Sporen der zu untersuchenden Arten wurden in sterilen Petri- 
Schalen aufgefangen und verwahrt. Die Bereitung der Aufschlammungen 
fand in Jenaer Glaskolben mit sterilem dest. Wasser statt. Beim GieBen 
der Versuchsplatten wurde in der Regel 1 ccm Sporen-Suspension in 
jede Petri-Schale gebracht, worauf das zu erprobende Substrat in ge- 
schmolzenem Zustand bei einer Temperatur von -+ 42° eingegossen 
wurde. Hierdurch kam eine ziemlich gleichmaBige Verteilung der 
Sporen in der Platte zustande. AuBerdem wurde haufig mittels Platin- 
Ose Sporen-Suspension auf die Oberflache des Substrats aufgestrichen, 
sobald dies erstarrt war. Die Schalen wurden unter Glasglocken bei 
+ 25° aufgestellt. 

Die Fruchtkérper, die das Sporenmaterial fiir die Versuche lieferten, 
waren von mir in den Nadelwaldern um Uppsala im Herbst 1940 ein- 


Tabelle I. Ubersicht itiber die Keimungsversuche mit Sporen von 
Tricholoma- und Boletus-Arten. 


Angewandte Nahrbéden. I: Malzagar + lebende Hefe X ; 11: Hagem-Malz- 
agar -++ lebende Hefe X; I11: Hefemalzagar; IV: Malzgelatine. 


\| | 
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Versuchsobjekt fiir das | fiir das | \| keine 
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* Trocken aufbewahrte Sporen, — ** In Wasser aufbewahrte Sporen. 


Sporenkeimung bei einigen Gasteromyceten. 277 


gesammelt worden. T'richoloma album (Schaeff.) Fr., T. saponaceum F'r., 
T. vaccinum (Pers.) Fr., Boletus badius Fr., B. elegans Fr., B. varie- 
gatus (Sw.) Fr. und B. subtomentosus (L.) Fr. konnten nicht zum 
Keimen gebracht werden, wahrend hingegen positive Ergebnisse, die 
im folgenden eingehender behandelt sind, mit Tricholoma pessun- 
datum Fr., T. terreum (Schaeff.) Fr.. T. imbricatum Fr., Boletus luteus 
(L.) Fr. und B. granulatus (L.) Fr. erreicht wurden. 

In Tabelle I wird eine Ubersicht der Keimungsversuche gegeben, 
die mit Sporen von den letztgenannten T'richoloma- und Boletus-Arten 
ausgefithrt wurden. 


a) Tricholoma pessundatum Fr. 


Mit dieser Art wurden mehrere gegliickte Keimungsversuche unter- 
nommen, wobei Sporen von zwei verschiedenen Fruchtkérpern gepriift 
wurden. Auf gewohnlichem Malzagar fand keine Keimung statt, wofern 
nicht die Platte mit lebender Hefe X geimpft wurde. Hagem-Malzagar 
+ lebende Hefe X erwies sich als schlechteres Substrat, wohingegen mit 
Hefemalzagar ein besseres Ergebnis erzielt wurde. 

Bei gewissen Versuchen wurde die Keimfahigkeit etwas dlterer 
Sporen geprift, die sich entweder die ganze Zeit iitber aufgeschlammt 
in sterilem dest. Wasser befanden oder trocken in sterilen Petri-Schalen 
bei einer Temperatur von 15°lagen. Nach einer zehntagigen Verwahrung 
war die Keimung der Sporen in beiden Fallen gut, nach 30 Tagen jedoch 
nur bei denen, die wahrend dieser Zeit in Wasser gelegen hatten, Die 
Keimung war indessen in diesem Falle ungemein diirftig. Es schien also, 
als ob die Sporen sehr kurzlebig waren und, falls sie nicht feucht gehalten 
werden, bereits innerhalb eines Monats ihre Keimfahigkeit verloren. 

Gutes Keimen, z. B. auf Hefemalzagar, findet schon nach ein paar 
Tagen statt, und das aus sehr gerade wachsenden Hyphen bestehende 
Primarmycel verzweigt sich reich und sternférmig mit der Spore in 
der Mitte. 

b) Tricholoma terreum (Schaeff.) Fr. 

Obzwar nicht experimentell gepriift ist, ob diese Art einen Mykor- 
rhizabildner darstellt, sprechen doch viele Griinde hinsichtlich ihres 
Vorkommens dafiir, da dem wirklich der Fall ist. Ich habe mir deshalb 
erlaubt, sie unter die iibrigen hier behandelten, mit Sicherheit fest- 
gestellten Mykorrhizapilze mit aufzunehmen. Syntheseversuche mit 
Tricholoma terreum lieBen sich bisher nicht durchfiihren, da es bis jetzt 
nicht méglich war, den fraglichen Pilz in Reinkultur zu bringen. 

Uberraschenderweise keimte dieser schwerziichtbare Pilz bereits 
wahrend 1—2 Wochen in samtlichen drei Keimungsversuchen, die mit 
ihm unternommen wurden. Hierbei kam Sporenmaterial von drei 
verschiedenen Fruchtkorpern zur Verwendung, und das Alter der 
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Sporen betrug in den betreffenden Fallen 1, 4 und 5 Tage. Sowohl 
Malzagar mit lebender Hefe wie Hefemalzagar wurden mit Erfolg 


geprift. 


Es war indessen offenbar, daB die Keimung unter groBen Schwierig- 
keiten vor sich ging und das Keimprozent sehr niedrig lag. Beim Keimen 


Abb. 3. Keimende Spore von Tricholoma 
terreum. Vergr. 290. 


schwoll die Spore zu einer groBen 
Blase an, von der allmahlich mehrere 
Hyphen auswuchsen (Abb. 3). Aus 
unbekanntem Grunde horte das 
Wachstum der Hyphen recht bald 
auf, wonach offensichtlich schnell 
der Tod eintrat. 


c) Tricholoma imbricatum Fr. 


Mit diesem Pilz wurde nur ein 
Versuch unternommen, der indessen 
ein langsames, aber ziemlich all- 
gemeines Keimen sowohl auf Hefe- 
malzagar als auf Malzagar mit 
lebender Hefe als Ergebnis hatte. 


Die Sporen waren zu Beginn des Versuchs 3 Tage alt. Die Keimung 
erfolgte im grofen und ganzen auf die gleiche Weise wie bei T'richoloma 


terreum (Abb. 4). 


Abb. 4. Zwei gekeimte Sporen von Tricholoma imbricatum. Vergr. 290, 
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d) Boletus luteus (L.) Fr. 


Mit Boletus luteus wurden drei Keimungsversuche durchgefithrt, 
wobei das gleiche Sporenmaterial zur Anwendung kam, das von einem 
am 21. Oktober 1940 eingesammelten Fruchtkérper stammte. Beim 


ersten Versuch wurden védllig frische Sporen verwendet, die bereits 


wahrend der ersten Woche aut Malzagar mit Kolonien von lebender 
Hefe X keimten, dagegen nicht auf Hefemalzagar. Der zweite Versuch, 
bei dem 10 Tage alte Sporen gepriift wurden, lieferte das gleiche Er- 


! gebnis. Die Sporen, die wahrend dieser Zeit trocken gelegen hatten, 


Abb. 5. Keimende Sporen von Boletus luteus. Vergr. 360. 


keimten jedoch bedeutend schlechter als die die ganze Zeit tiber in 
Wasser aufbewahrten. Beim dritten Versuch wurden teils Sporen aus 
einer 30 Tage alten Sporen-Suspension genommen, teils eine neue 
Suspension von Sporen hergestellt, die wihrend der gleichen Zeit 
trocken in einer Petri-Schale gelegen hatten. Infolge eines bedauerlichen 
Mifgeschicks wurden die Reihen mit lebender Hefe X zerstért, wahrend 
die Reihen mit Hefemalzagar planmaSig zur Durchfiihrung kamen. 
{Jberraschenderweise und im Gegensatz zu den vorhergehenden Ver- 
suchen mit Boletus luteus fand diesmal eine — wenn auch sparliche -— 
Keimung auf Hefemalzagar statt, was aller Wahrscheinlichkeit nach 
den unabwendbar schwankenden Higenschaften dieses Substrats zu- 
geschrieben werden kann. Es keimten jedoch nur die 30 Tage lang 
in Wasser aufbewahrten Sporen, worin das Versuchsergebnis also mit 
dem iibereinstimmt, das unter genau gleichen Bedingungen mit Tri- 
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choloma pessundatum erhalten wurde. Es scheint also, als ob auch die 
Sporen von Boletus luteus ungemein empfindlich fiir Austrocknung waren. 

In den Platten, und zwar da, wo die Keimung am besten vor sich 
ging, diirften ungefahr 2—3°, der im Substrat befindlichen Sporen 
gekeimt haben. Zum Unterschied gegeniiber den T'richoloma-Arten 
erlitten die Sporen hier bei der Keimung niemals eine gréBere Ver- 
anderung, sondern bewahrten ihre langliche Form, abgesehen von einer 
gewissen Anschwellung, wo die kraftige Keimhyphe auslief. Diese 
wuchs gewodhnlich von der Langsseite der Spore aus, und mitunter 
konnte eine ,,Keimblase‘‘ ganz in der Nahe der Spore selbst entstehen 
(Abb. 5). 

Das Primarmycel verzweigte sich nie so ausgesprochen strahlen- 
formig wie bei T'richoloma, sondern die Hyphen wuchsen anfangs recht 
regellos hierhin und dahin. Es war iibrigens offensichtlich, daB das Mycel 
sehr langsam und schlecht (Blasenbildungen auf den Hyphen!) auf den 
durch Hefe X beeinfluBten Substraten wuchs, obwohl nur diese die 
Sporenkeimung zu induzieren vermochten. Wurden die jungen Ein- 
spormycelien auf — fiir Keimung véllig unanwendbaren — gewohnlichen 
Malzagar iiberfiihrt, begann sofort ein bedeutend schnelleres und 
besseres Wachstum. Dieses Verhalten zeigt deutlich, wie verschiedene 
Faktoren oder Faktorenkomplexe Sporenkeimung und Hyphenwachstum 
bedingen. 

e) Boletus granulatus (L.) Fr. 


Bei dem einzigen gegliickten Keimungsversuch, der mit Boletus 
granulatus stattfand, wurde nur die Wirkung von lebender Hefe X auf 
in Malzagar, Hagem-Malzagar und Malzgelatine eingegossene Sporen 
gepriift. Nur beim ersten Substrat fand Keimung statt. 

Beziiglich des Verlaufs der Keimung stimmt Boletus granulatus, 
soweit ich finden konnte, véllig mit Boletus luteus iiberein. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Obwohl die bisher erreichten, hier beschriebenen Ergebnisse zum 
groBen Teil als vorlaufig angesehen werden miissen, bieten sie doch die 
Méglichkeit zu gewissen Betrachtungen und erlauben eine Reihe all- 
gemeiner Schluffolgerungen zu ziehen. 


Wie sich erstens feststellen laBt, zeigten die durchgefiihrten Ver- 
suche, da Sporen von Lycoperdon- und Boletus-Arten wirklich keimfahig 
sind, was — trotz des augenscheinlich Absurden einer derartigen Méglich- 
keit — nicht ohne weiteres vorausgesetzt werden durfte. Die Keim- 
prozente hielten sich jedoch fiir beide genannten Gattungen auch bei 
den am besten gegliickten Versuchen durchweg bei sehr niedrigen 
Werten, Dies kénnte natiirlich ganz einfach darauf beruhen, da® die 
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Bedingungen, unter denen die Keimung stattfand, nicht im entfernten 
optimal waren. Wenigstens beziiglich Lycoperdon umbrinum, mit dem 
die gréBte Zahl Versuche unternommen wurde, scheint es sich doch 
tatsachlich so zu verhalten, da nur ein geringer Prozentsatz samtlicher 
gebildeter Sporen keimfihig ist. Bei den letzten Versuchen mit dieser 
Art war es namlich offenbar, da8 wenn nicht optimale, so doch sehr 
gute Keimungsbedingungen wirklich geschaffen worden waren, da bei 
der Hauptmenge der tatsichlich keimenden Sporen die Keimung auch 
ziemlich schnell erfolgte (4—7 Tage nach der Placierung im Substrat). 
Die theoretisch denkbare Méglichkeit, daB® die restlichen ungekeimten 
Sporen wesentlich abweichende Bedingungen fiir ihre Keimung fordern 
wurden, dirfte als 4uBerst unwahrscheinlich zu betrachten sein. Andere 
Falle, in denen man normalerweise sehr niedrige Keimprozente an- 
nehmen mu, wurden iibrigens bereits friiher entdeckt, z. B. Fomes 
applanatus (White 1920). 

Auch wenn — wie man ja vermuten mu — die Basidiosporen fiir 
Lycoperdon das einzige wesentliche Mittel zur Verbreitung und in 
gewissem Grade auch zum Bestand der Art darstellen, bleibt gleichwohl 
auch bei sehr niedrigen Keimprozenten die Zahl der keimfahigen Sporen 
bei diesen ungeheuer produktiven Fruchtkérpern sehr groB. 

Beziiglich der Zeit, wihrend der die Sporen ihre Keimfahigkeit 
bewahren, verhalten sich die hier untersuchten Pilze wesentlich ver- 
schieden. Sporen von Tricholoma- und Boletws-Arten scheinen, falls 
man einige SchluBfolgerungen aus den sehr wenigen in dieser Hinsicht 
geschehenen Beobachtungen ziehen will, bereits nach einer einmonat- 
lichen Verwahrung in Trockenheit ihre Keimfahigkeit verloren zu haben. 
Wie man mit Recht erwartete, verhalten sich die Gasteromyceten vollig 
anders. Die Sporen von Scleroderma keimten sowohl 1 als 7 Monate 
nach dem Einsammeln des Fruchtkérpers. Von Lycoperdon pratense 
wurden keimende Sporen 12 Monate nach dem Auffinden des Frucht- 
korpers erhalten, bei L. echinatum und L. nigrescens nach 21 bzw. 
13 Monaten. Die am besten untersuchte Art, L. umbrinum, zeigte — 
soweit ich finden konnte — die gleiche Keimfahigkeit nach 9 wie nach 
22 Monaten. 

Die Versuche, die Bedingungen der Sporenkeimung eingehender 
klarzustellen, befinden sich im Hinblick auf die offensichtlich kom- 
plizierte Natur des Problems noch in einem vorbereitenden Stadium. 
Soviel hat sich indessen schon klar ergeben, daB die alte, vielleicht vor 
allem von Brefeld (1908) verfochtene Auffassung von einer langen 
Reifezeit fiir diese schwerkeimenden Sporen durch meine Erfahrungen 
keine Stiitze erhalten hat. Gema8 der alteren Auffassung ging es vor 
allem darum, die Sporen auf richtige Weise wahrend eines als ziemlich 
lang vermuteten Zeitabschnitts aufzubewahren, worauf diese nach 
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AbschluB des inneren Reifevorganges zur Keimung imstande sein sollten. 
Sporen von T'richoloma- und Boletus-Arten vermégen indessen bereits 
wenige Tage nach dem Wegschleudern von den Basidien zu keimen, 
weshalb die Reifezeit, falls man hier eine solche annehmen will, duferst 
kurz sein mu. Das gleiche gilt vermutlich auch fiir Lycoperdon und 
Scleroderma, obschon es in diesen Fallen nicht méglich ist, das Alter 
der Sporen genau festzustellen. Kommt hier eine Reifezeit vor, so 
kann sich diese wahrscheinlich auf héchstens einen oder einige wenige 
Monate belaufen. 

Es scheint so, als ob nach den bisher unternommenen Versuchen 
die Sporen von sowohl Gasteromyceten als mykorrhizabildenden Hymeno- 
myceten sich durch groBe Empfindlichkeit keimungshemmenden Stoffen 
gegeniiber auszeichneten. Es handelt sich also darum, entweder von 
Anfang an durch auBerste Sauberkeit und Sorgfalt das Substrat von 
derartigen Stoffen freizuhalten — wobei man jedoch leicht Gefahr 
lauft, gleichzeitig auch wichtige oder notwendige Stoffe auszuschalten — 
oder durch einen geeigneten fremden Organismus das Substrat von den 
hemmenden Stoffen befreien zu lassen. Die letztgenannte Methode 
kann bequem sein, ist aber natiirlich ziemlich stark Zufallen unterworfen 
und schwer kontrollierbar, wodurch sie sicherlich einen beschwerlicheren 
Ausgangspunkt fiir fortgesetzte Untersuchungen bildet. 

SchlieBlich sei an die Méglichkeit erinnert, fiir die sich vielleicht 
eine Stiitze in gewissen angestellten Beobachtungen ergibt, naémlich 
dafX eine Reihe der hier untersuchten Pilze wenigstens fiir optimale 
Keimung das Vorhandensein eines gewissen, direkt die ee an- 
regenden Stoffes im Substrat verlangen. 


Zusammenfassung. 


1. Sporen von Gasteromyceten (mit Ausnahme von Sphaerobolus 
und Nidulariaceen) und mykorrhizabildenden Hymenomyceten sind 
friiher mit Sicherheit nicht zum Keimen gebracht worden. Die vor- 
liegende Arbeit bezweckte, die Hervorrufung von Sporenkeimung bei 
einigen zu diesen Gruppen gehérenden Pilzen zu versuchen, und zwar 
bei Arten der Gattungen Lycoperdon und Scleroderma (Gasteromyceten) 
sowie Boletus und Tricholoma (Hymenomyceten). Folgende, teilweise 
vorlaufigen Ergebnisse wurden erzielt: 

2. Sporen von Lycoperdon umbrinum Pers. keimten auf Malzagar 
in Anwesenheit gewisser Hefepilze (z.B. Torula Suganii Okunuki, 
Torulopsis sanguinea (Scimon) Cif. et Red. und einer wilden ,,Hefe X“) 
oder von hyphenbildenden Pilzen (z. B. T'richosporiwm heteromorphum 
Nannf., Cladosporium sp. und ,,Inf.-Pilz A“), die jedoch eine bedeutend 
schwachere keimungserzeugende Wirkung aufwiesen als jene. Unter 
Beihilfe der genannten Hefe X wurde Keimung auch bei Sporen von 
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Lycoperdon echinatum Pers., L. nigrescens Pers., L. pratense Pers., 
L. pyriforme Pers., Scleroderma auwrantium Pers., Tricholoma imbri- 
catum Fr., 1. pessundatum Fr., T'. terreum (Schaeff.) Fr., Boletus granu- 
latus (L.) Fr. und B. luteus (L.) Fr. auf Malzagar oder (Scleroderma) aut 
sog. Hagem-Malzagar induziert. Ohne Mitwirkung eines solchen 
,,keimungsanregenden Organismus‘‘ wurde keine Keimung auf den 
erwahnten Nahrbéden erhalten. 


3. Mit diesen Beobachtungen als Ausgangspunkt wurden eine 
Reihe von Versuchen unternommen, um die Keimungsbedingungen fiir 
einen der erwahnten Pilze, nimlich Lycoperdon uwmbrinum Pers., niher 
klarzulegen. Die Ergebnisse dieser allerdings vorléufigen und nicht 
voll gesicherten Versuche lassen sich folgendermafen zusammenfassen : 


Die Sporen von L. wmbrinum keimen nur in einer Umwelt, die frei 
von gewissen wasserléslichen, stark keimungshemmenden Stoffen ist, 
die u.a. in Agar und Malzextrakt vorkommen. Die fraglichen Stoffe 
k6nnen aus dem Agar durch Waschen entfernt werden, lassen sich 
jedoch auch durch die Tatigkeit gewisser Organismen eliminieren oder 
neutralisieren. Diese Organismen bewirken anscheinend auBerdem eine 
weitere Veranderung des Substrates in einer fiir die Keimung giinstigen 
Richtung. Indessen ist die Natur dieser Veranderung noch nicht naher 
analysiert. 


4. Die Sporen von Lycoperdon und Scleroderma bewahren in 
trockenem Zustand lange ihre Keimfahigkeit: Lyc. wmbrinum wahrend 
wenigstens 22 Monaten, Scl. awrantium wahrend mindestens 7 Monaten. 
Dagegen scheint es, als ob die Sporen von Boletus und Tricholoma 
bedeutend kurzlebiger wéiren; sichere Bestimmungen wurden jedoch 
nicht durchgefiihrt. 


5. Es deuten keine Umstainde darauf hin, daB die Sporen von 
einem der hier untersuchten Pilze zuerst eine langere Reifeperiode 
durchmachen miissen, bevor die Keimung stattfinden kann. Sporen 
von Boletus- und T'richoloma-Arten vermégen jedenfalls schon wenige 
Tage nach dem Verlassen der Basidien zu keimen. 
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Uber Eiweifbildung durch Bakterien. 
V. Mitteilung: 
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen fiir Bacillus glycinophilus. 
Von 
August Rippel, Kurt Nabel und Werner Kohler. 


(Eingegangen am 8. September 1941.) 


In Fortsetzung unserer Versuche (A. Rippel; A. Rippel, G. Behr u. 
K. Nabel; A. Rippel u. K. Nabel) iiber die EiweiBbildung durch Bacillus 
glycinophilus haben wir die Eignung verschiedener Kohlenstoff- und 
Stickstoffquellen untersucht. Wenn auch auf diesem Gebiete bei anderen 
Bakterien schon zahlreiche Feststellungen vorliegen, so diirfte doch die 
Higenart unseres Organismus, die aus den folgenden Darlegungen 
hervorgehen wird, und die Seltenheit einer quantitativen Durchfiihrung 
der Versuche diese Ausfithrungen rechtfertigen. 

Da bei allen Versuchen der friiher als so niitzlich erkannte Zusatz von 
0,1% Agar zur Nabrlésung verwendet wurde, so sei zundchst angefiihrt, daB 
in einer lediglich 0,1 % Agar als Kohlenstoffquelle enthaltenden, hinsichtlich 
' der Mineralstoffe vollstandigen Nahrlésung bei Ammoniumsulfat, ent- 
sprechend 0,1% Glykokoll, als Stickstoffquelle nach 2 Tagen 0,14, nach 
4 Tagen 0,28mg EiweiB-Stickstoff festgestellt wurden. Diese Menge in 
50 ccm Nahrlésung, die etwa 1,5 bis 2,0 % des Agar-Kohlenstoffs entspricht, 
kann demnach bei den folgenden Betrachtungen als zu gering vernachlassigt 
werden. 


Kohlenstoffquellen. 


Tabelle I zeigt das Ergebnis zweier Versuche mit verschiedenen 
Zuckern, mit Mannit und Athylalkohol als Kohlenstoffquellen. Von den 
Hexosen wird somit nur die Glucose gut verwertet, die tibrigen drei 
schlecht. Von den Zahlen miissen dabei noch die oben erwahnten 
0,28 mg aus dem Agar abgezogen werden, ferner ein etwa 1 bis 1,5 mg 
EiweiB-N betragender Wert fiir die Verwertung des als Stickstoffquelle 
zugesetzten Kohlenstoff des Glykokolls, so daB die Verarbeitung z. B. 
von Mannose mit 2,59 mg Hiweifstickstoff nach 6 Tagen Kultur- 
dauer recht gering erscheint. Ebenso schlecht werden die beiden 
Pentosen verwertet, Lactose um ein geringes besser, Athylalkohol 
einigermaBen, wenn man _ beriicksichtigt, da durch Verdunstung 
eine gewisse Menge davon verloren gehen diirfte. Glucose, Rohr- 
zucker, Mannit und Glycerin werden in der Endwirkung gleich gut 
verwertet, Mannit offenbar von Beginn an am besten. Die Verschieden- 

19* 
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Tabelle I. Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen durch 
Bacillus glycinophilus. 


i ——————— 


mg EiweiB-N je Kolben mg HiweiB-N je Kolben 

Kohlenstoffquelle nach Tagen Kohlenstoffquelle nach Tagen 
2 4 6 2 4 6 
Versuch 1. Versuch 2. 

Glucose ..... 4,61 | 15,77 | 16,42 Glucose ..... | 1,73 | 10,81 | 15,62 
Glycerin ..... 8,95 | 15,34 | 16,35 Rohrzucker .. 2,52 | 10,88 | 15,99 
Mamnniteecaces 6,50 | 16,20 | 16,42 Mannose..... 1,44 | 2,52) 2.59 
Rohrzucker .. || 4,47 | 13,40 | 16,63 Lavulose .... || 0,93 | 3,03] 3,53 
Maltose ..... 4,89 | 16,06 | 16,70 Galaktose ... 1515 4 °3,399)317 
Lactose .:... 83,32 | 4,18) 3,81 Xylose .. « «i. 0,86. || 2,52). 2573 
Athylalkohol . || 2,74 | 5,54} 5,98 Arabinose ... 1,30 2:52) o.a0 


Nahrlosung: Kohlenstoffquelle 1,0 %, Glykokoll 0,2%, MgSO, 0,01%, 
FeSO, 5mg%, KH,PO,/K,HPO, = 0,4/0,2%', Agar 0,1%, dest. 
Wasser; 50 ccm in 250er Erlenmeyerkélbchen aus Jenaer 20er Glas, 
Thermostat bei 37°. py = 6,3. Mittel aus je 2 Parallelen. 


heit in der Héhe der EiweiSausbeute bei beiden Versuchen nach 2 und 
4 Tagen riihrt von dem verschieden schnellen Wachstum der zu ver- 
schiedener Zeit angesetzten Versuche, eine Erscheinung, die sich immer 
wieder einmal zeigt. Sie hat auf das Ergebnis grundsatzlich keinen Ein- 
fluB, zeigt aber, wie notwendig es ist, sich nicht auf einen einzigen 
Versuch mit nur einer Ernte zu Vergleichszwecken zu verlassen. 
Auffallend erscheint jedenfalls die schlechte Wirkung von Lavulose 

und Mannose. Mit diesen beiden Zuckern haben wir daher, unter Ver- . 
gleich mit Glucose, den in Tabelle II wiedergegebenen Versuch durch- 


Tabelle II. Wirkung verschiedener Zuckerkonzentration auf 


B. glycinophilus. ; 


mg EiweiB-N je Kolben nach Tagen 
Kohlenstoffquelle | In % 
2 4 6 

0,25 4,18 4,75 7,65 

Glucose ts FE. eee | 0,50 2,74 11,66 11,66 
1,0 aay, 11,45 15,41 

0,25 8.35 4,32 4,39 

L&vulose sei.) othe | 0,50 1,66 3,60 4,82 
1,0 1,88 3,74 4,61 

{ 0,25 2,59 3,39 Sa pih 

MannO86 "nro creer nie rene 0,50 2,88 2,81 8,24 
\| 1.47 3.39 3,46 


Néhrlésung usw. wie in Tabelle I. 


' Wir benutzen die Gelegenheit, darauf hinzuweisen, da bei Versuch 
Tabelle I, S. 359 unserer friiheren Arbeit (A. Rippel u. K. Nabel, 1939) die 
Angaben fiir die beiden Phosphate vertauscht sind, was ja auch aus den 
pu-Werten hervorgeht. 
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Tabelle IIT. Wirkung héherer Zuckerkonzentration bei Glykokoll 
und Ammoniumphosphat als N-Quellen auf B. glycinophilus. 


©- Quelle N- Quelle | me Hiwei8-N nach Tagen Nach 4 Tagen 
2 4 bei PH 6,2 
Glucose 1% Glykokoll 17,52 18,36 
x 1G Ammonium phosphat 2,80 13,46 
éf 3% Glykokoll 12,96 17,86 9,36 
i 3) A Ammoniumphosphat 4,08 11,38 
Lavulose 1% Glykokoll 5,97 6,55 
rs Heo Ammonium phosphat 2,30 3,74 
a Bors Glykokoll | 38,68 38,55 
a 3% Ammoniumphosphat | 2,47 2,23 


Nahrlésung 0,2 % Glykokoll bzw. entsprechend (NH,),PO,. pu 6,6. 
Sonst wie tiblich. : 


gefiihrt, bei Variierung der Zuckerkonzentration. Er zeigt, daB sich 
bei geringerer Konzentration der Lavulose (0,25°%) die Werte nach 
2 und 4 Tagen denen der Glucose nahern, wahrend bei 0,5 und 1,0% 
nach 2. Tagen die Hemmung deutiich ist. Spater holen diese Gaben auf 
und erreichen den gleichen Endwert wie bei 0,25 %, bleiben aber weit 
hinter den Glucosewerten zuriick. Mannose verhalt sich ahnlich, nur 
liegen die Werte, wie in Tabelle I noch etwas unter denen der Lavulose. 
Insbesondere die Wirkung der Lavulose ist schwer zu verstehen. Doch 
zeigten Versuche, von denen einer in Tabelle III wiedergegeben ist, 
daB die Verwertung der Lavulose bei Ammoniumphosphat noch schlech- 
ter ist als bei Glykokoll als N- Quelle. Das deutet darauf hin; daf die 
Verwertbarkeit der beiden Kohlenstoffquellen nicht durch eine Wechsel- 
wirkung mit dem Stickstoffumsatz zustande kommt, im Falle des 
Glykokolls also die schlechtere Wirkung der Lavulose im Vergleich zur 
Glucose nicht durch eine starkere Ablenkung von der Desaminierung 
durch die Lavulose zu erklaren ist. Wir glauben daher auch, da unser 
fritherer SchluB (A. Rippel u. K. Nabel, S.373f.), wonach sich bei 
hodherer Glucosekonzentration eine stairkere Hemmung des Wachstums 
ergibt bei Glykokoll als N-Quelle im Vergleich zu Ammoniumphosphat 
als N-Quelle nicht mehr zu Recht besteht. Wahrscheinlich war das 
Ergebnis dadurch vorgetéuscht, daB der pu-Wert bei Ammonium- 
phosphat ein wenig héher war (6,5) als bei Glykokoll (6,2) (Tabelle VIII, 
S. 371 bei A. Rippelu.K. Nabel). Ein in dieser Richtung unternommener 
Versuch bestiitigte diese Auffassung: In Tabelle IIT ist rechts noch der 
bei pu 6,2 fiir 3% Glucose erhaltene Wert angegeben, der, wie man 
sieht, nicdriger ist als der entsprechende fiir Ammoniumphosphat 
bei pu 6,6 gefundene (9,36 gegen 11,38 mg EiweifB-N). 

DaB Glucose und Lavulose verschieden gut verwertet werden, ist 
eine haufig beobachtete Erscheinung, wobei zumeist Glucose die bessere 
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Kohlenstoffquelle ist. Von Nektarhefen wird jedoch vereinzelt nach 
Zinkernagel Liavulose besser verwertet. Namentlich bei Hssigbakterten 
wird vielfach Lavulose nicht angegriffen, im Falle von B. acetigenoideum 
erfolgt aus ihr nach Krehan zwar keine Saéuerung, aber sie kann assi- 
miliert werden. Einige weitere Angaben bringen Buchanan u. Fulmer, 
Bd. 3, 8S. 321f. Es ist nun auffallend, daB unser Bakterium laut Tabelle I 
Rohrzucker etwa so gut verwertet wie Glucose, also auch die darin 
befindliche Lavulose, deren Konzentration (1% Rohrzucker) 0,5% 
betragen wiirde, eine, wie Tabelle II zeigt, noch schadliche Menge. Da 
aber nach dieser Tabelle durch 0,5 °% Glucose 11,66, durch 0,5 % Lavu- 
lose 4,82 mg Eiweifistickstoff festgelegt werden, so ergibt sich eine 
Gesamtmenge fiir 0,5 % Glucose + 0,5 % Lavulose (= 1% Rohrzucker) 
von 16,48 mg EiweiB-N, mithin die in Tabelle I durch 1°% Rohrzucker 
erzielte Menge. Man ist demnach nicht gendtigt, etwa eine andere 


TabelleIV. Organische Sauren als Kohlenstoffquellen fir 
B. glycinophilus. 


mg Eiwei8-N je Kolben nach Tagen 
Kohlenstoffquelle Stickstoffquelle 
2 (px) | 4 (px) | 6 (px) 
/ 
Na-Acetat 0.55 % | NH,-Acetat 0,146 % || 1,80 (7,1) | 4,90 (> 9) | 5,26 (> 9) 
fy 0,354 % % 0,292 % || 0,93 (7,0) | 5,11 (> 9) | 5,18 (> 9) 
3 0,208 % 5 0,438 % || 0,51 (6,9) | 5,69 (> 9) | 5,62, (> 9) 
+ 0,062 % a 0,584 % ||0,36 (6.9) | 5,76 (> 9) | 5,69 (> 9) 
Milchséure 0,6 % | NH; 0,1% Glykokoll || nach 14 Tagen 1,94 (pq 7,2) 
Glyoxylsaure 0,6 % Dasselbe | é 
Glykolsiure 0,6 % nS ; kein Wachstum 
Oxalsiure 0,6 % | . 


Nahrlésung usw. wie in Tabelle I, jedoch KH, PO, /K, HPO, = 0,2/ 0,4. 
Alle Naéhrlésungen auf py 6,9 eingestellt. 


Tabelle V. Organische Sauren als Kohlenstoffquellen fiir 
B. glycinophilus. 


F oe Hiweifi-N je Kolben nach Tagen 
Kohlenstoffquelle ] 
Er 5 (px) | 7 (on) | 2% (pn) 
ESSISBAULE Mss See. Peter Ren acs 4,25 (8,7) 5,17 (8,8) 
Cipronensatire Ws. onanrdee | 1,80 (7,38) 2,45 (8,1) 
Bernsteinséure ............... 1,387 (7,4) 2,44 (8,3) D500 @ (Oso) 
ApIClsAITGy wea. cc eae Ulett kein Wachstum 3,17 (8,3) 
Woeinatitre=\),.05 20. 5.45.raneee | l 
Buttershures shi: '5,n ction | kein Wachstum 
AMECISONEAUTOS soe 010) eluates | 


Nahrlé6sung usw. wie in Tabelle IV. Alle Saéuren wurden 0,6 %ig 
gegeben und das py der Niahrlésung mit Natronlauge auf 6,85 gebracht. 


Stickstoff als Ammoniaksalz der betreffenden Saure, entsprechend 0,1 % 
Glykokoll. 
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Verwertung des Rohrzuckers als tiber die beiden Monosaccharide anzu- 
nehmen (etwa durch direkte Verarbeitung des Rohrzuckers). 


Tabelle [TV und V zeigen Versuche mit einigen organischen Sauren 
als Kohlenstoffquellen, bei Ammoniaksalz der betreffenden Siure als 
Stickstoffquelle. Die fertigen Nahrlésungen wurden mit Natronlauge 
auf pu 6,9 bzw. 6,85 gebracht. Man sieht, daB8 keine der gepriiften 
Saéuren an die Wirkung der Essigsiiure herankommt. Glyoxyl-, Glykol-, 
Ameisen-, Oxal-, Butter- und Weinsiure waren ganz unbrauchbar, 
Citronen-, Bernstein- und Apfelsdure nur mafig, Milchséure nur sehr 
schlecht zu verwerten. Das ist sicherlich auffallend, da z. B. Milch- und 
Bernsteinsaure von Bakterien im allgemeinen gut verwertet werden 
(S. 295). Auch die Essigsiure wurde bei den vorliegenden Versuchen 
nicht so gut verarbeitet wie die Glucose, da in keinem Fall ein EiweiB-N- 
Wert von 7 bis 8 erreicht wird, wie es bei annaéhernd vollstandiger Ver- 
arbeitung des Stickstoffs der Fall hatte sein miissen!. Das liegt aber 
offenbar daran, da aus dem stark alkalisch werdenden Substrat 
Ammoniak verdunstet, wodurch die weitere Substanzbildung unter- 
driickt wird, soweit nicht die alkalische Reaktion selbst das weitere 
Wachstum hemmt. Versuche, durch Verwendung der physiologisch 
sauren Salze Ammoniumchlorid oder Ammoniumsulfat hatten, wie der 
Versuch in Tabelle VI zeigt, keinen Erfolg, da der Saurerest nicht aus- 


Tabelle VI. Acetat als Kohlenstoffquelle ftir B. glycinophilus. 


Natrium- mg BiweiB-N je Kolben nach Tagen 

acetat Stickstoffquelle =x ie 
% 3 (pH) 4 (pu) 6 (px) 
0,5 | (NH,),80, ent- 8,24 (7,9) 3,46 (8,3 3,32 (8,6) 
1,0 ater 0,2% 4,61 (8,1) 4,97 (8,5) 5,26 (9,2) 
6.0 |I Glykokoll 0,29 (6,9) 0,22 (6,9) 
0,5 NH, Cl ent- { 3,39 (8,1) 3,39 (8,4) 3,53 (8,6) 
1,0 sprechend 0,2 % 4,18 (8,1) 5,33 (8,5) 4,90 (9,3) 
5,0 ||| Glykokoll | 0,14 (6,2) 0,14 (6,7) 


Nahrlésung usw. wie in Tabelle IV. 


reicht, den pu-Wert herunterzudriicken. Dabei war hier die doppelte 
Menge an Stickstoff gegeben wie in den Versuchen der Tabellen IV 
und V (mit Ausnahme der héheren Gaben von Ammonacetat im Versuch 
der Tabelle IV). Auch eine Erhéhung der Acetatkonzentration ge- 
staltete das Ergebnis nicht giinstiger, ebensowenig eine in einem hier 


1 Der Stickstoffgehalt des Glykokolls betragt theoretisch 18,67 %; 
es kénnten mithin in 50 cem Nahrlésung bei 0,1 % Glykokoll 9,3 mg EiweiB-N 
erwartet werden, ein Wert, der indessen selten vollsténdig erreicht wird, 
so daB wir 8 mg im allgemeinen als Héchstwert annehmen kénnen. 
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nicht mitgeteilten Versuch vorgenommene Erhéhung der Ammon- 
chlorid- bzw. Ammonsulfatkonzentration bis auf 0,3 %. 

DaB jedoch u. U. eine restlose Verarbeitung des Acetats méglich 
ist, zeigt der in der folgenden Tabelle VII wiedergegebene Versuch. 


Tabelle VII. Acetat als Kohlenstoffquelle fiir B. glycinophilus. 


EiweiBkoeffizient 


a mg EiwelB- N je Kolben 
nach Tagen 


nach Tagen 


Phosphatmischung bs . 


2. eh velba 


SDishuh® 


KH, POJRSHE 0, = 040. | kein Wachstum 
KH, P0,/K,HP0,=0, a}0r4 | 4,90 | 7,78 | 7,93 || 12,2 | 18,0 | 18,0 


Nahrlésung: 0,5% Aunheueah als Kohlenstoff-, 0,146% NH,-Acetat 
als Stickstoffquelle. Sonst wie iiblich. py nach 6 Tagen 7,9. 


Diese Kulturen wuchsen besonders gut; schon nach 2 Tagen und bereits 
nach 4 Tagen ist der theoretische Héchstwert. von annihernd 8 mg 
Eiwei®stickstoff erreicht. Es bleibt allerdings unklar, weshalb hier der 
pu-Wert nur bis auf 7,9 heraufging, wahrend er nach den Tabellen IV 
und V auf etwa 9 hatte heraufgehen miissen. Es bleibt demnach un- 
bestimmt, ob das Aufhéren des Wachstums bei den Versuchen dieser 
Tabellen auf den hohen px-Wert an sich oder auf Ammoniakverdunstung 
zuriickzufiihren ist. Bevor diese Frage weiter erértert wird, seiauf weitere 
Ergebnisse der Tabelle VIT hingewiesen: Man sieht, da8 bei einem Aus- 
gangs-pu von 6,3 keine Entwicklung stattfindet, also bei einem py-Wert, 
der bei Glykokoll und Zucker als Stickstoff- und Kohlenstoffquellen 
noch eine gute Entwicklung gewahrleistet, wie unsere friiheren Versuche 
zeigten. Weiter finden sich in Tabelle VII die EiweiSkoeffizienten an- 
gegeben, die, wie man sieht, mit einem Wert von 18 (gebildetes Kiweif 
auf 100 verarbeitete Essigsiure) recht hoch sind. Die Bestimmung der 
Rest-Essigsiure erfolgte dabei durch Destillation und Titration. Der 
ékonomische Koeffizient betragt also (bei einem EiweiBgehalt von 50 %, 
s. Rippel und Nabel) etwa 36, ist demnach recht hoch. 

Da die Frage der Verarbeitung organischer Sauren als Kohlenstoff- 
quellen bei Ammoniak als N-Quelle wegen des steigenden py-Wertes 
und der Gefahr der Ammoniakverdunstung mit der iiblichen Methodik 
nicht restlos zu lésen war, zudem Harnstoff und Nitrate als N-Quellen 
ausscheiden, wie unten §.296ff. noch zu zeigen sein wird, so fiihrten wir 
noch den in Tabelle VIIT wiedergegebenen Versuch durch mit Glykokoll 
als Stickstoffquelle und einem Ausgangs-py-Wert von 7,2, der eine 
Reihe bemerkenswerter Ergebnisse brachte. Hier ist zunichst festzu- 
stellen, dafi nunmehr Buttersiure weitaus am schnellsten verwertet 
wird; bereits nach 2 Tagen waren 6,31 mg Eiwei®-N festgelegt, wihrend 
Glucose und Essigsiure mit 4,42 bzw. 4,93 mg noch stark zuriickstehen. 
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Tabelle VIII. Verwertung organischer Sauren durch B. glycino- 
philus bei schwach alkalischer Reaktion. 
ee ee ee ee 


mg EiweiB-N je Kolben mg Ammoniak-N je 

Kohlenstoffquelle nach Tagen Kolben nach Tagen 

2 4 9 2 4 9 
Glucose ODO Mire ceetriter neice « 4,42 9,06 9,13 4,64 0,15 0,15 
Ameisensaure 0,50 % ........ 3,12 BOM OOM). 6108 4) 3319 
Apfelsiure GHEY oes op oe ee 2,68 4,13 4,21 3,77 8,63 2,32 
Bernsteinsaure 0,50% ........ 8,41 3,70 4,64 5,37 5,37 4,21 
Buttersaure COO Orr aie rn es. 6,31 8,05 8,92 2,76 0,15 -| 0,45 
Citronensaéure OSD OLOA Rae esate ae 1,67 2,03 2,03 0,15 0,44 0,44 
HissIoeaure, 0.00; O60. sit ssjeric.s shee 4,93 6,89 8,41 3,19 2,30 0,73 
Glykolsiure 0,509% .....:....: 2,90 3,05 See 6,38 6,09 4,79 
Glyoxylséure ODOR Aemretse son 0,94 1,09 1,31 1,02 0,87 0,58 
Nalchsaunes 0, D005 Pat Scifi | SIO) 8,05 Bele 6,10 5,95 4,93 
Oxalsaure URS AUAe SiS occas Mic | 1,09 eo 3,94 0,44 0,58 0,73 
IWOLIARULOS ate Aas oiavers tierce ore 2,61 2,18 2,90 0,87 Ome 5,66 

pu-Werte nach an 2 4 9 pu-Werte nach Tagen 2 4 9 
Glucose ....... 7,6 7,2 7,2 | Essigsjure ..... 8,1 onl oh) 
Ameisensaure .. 8,0 8,8 8,8 | Glykolsiure.... || 8,0 8,1 8,1 
Apfelsdure ..... 7,5 8,5 8,5 | Glyoxylsaure... 7,8 8,0 8,1 
Bernsteinsaure . 8,0 8,0 8,1 | Milchsdure..... 7,4 755 7,6 
Buttersaure.... SE 8,2 8,6 | Oxalsaure ..... 7,4 7,4 74 
Citronensaure .. 7,4 7,5 7,4 | Weinsaure ..... 7,4 7,4 8,1 


Nahrlésung: Glykokoll 0,1%, K,HPO, 0,5%, MgSO, 0,01%, FeSO, 
0,01%, Agar 0,1%. pH mit NaOH auf 7,2 gebracht. Sonst wie iiblich. 
Die verwendeten Sduren werden titriert und von jeder entsprechend 
0,50% Saéure gegeben. 


Nach 4 Tagen hat Glucose aufgeholt und gibt den Maximalwert, der 
bei diesen Versuchen fast an den theoretischen Héchstwert herankommt 
(vgl. Anm. 1, 8S. 289), waihrend Buttersiure wenig zuriickbleibt, aber 
nach 9 Tagen mit der Glucose gleichsteht. Essigsiure bleibt hinter 
beiden ein wenig zuriick. 

Die ebenfalls in Tabelle VIII angegebenen Ammoniakzahlen zeigen, 
da8& bereits nach 2 Tagen die Desaminierung des Glykokolls nahezu 
beendet ist, nur bei Essigsiure bleiben die Zahlen ein wenig zuriick 
(Eiwei8-N + NH3-N bei Glucose 9,06, bei Buttersaéure 9,07, bei Essig- 
sdure 8,12), was offenbar die etwas schlechtere Wirkung dieser Saure 
erklart. Auf die langsame Wirkung der Essigsaiure haben wir auch an 
anderer Stelle aufmerksam gemacht (S. 297). Entsprechend verhalten 
sich die px-Werte, die bei Butter- und Essigsiure am Schlu8 des Ver- 
suchs (nach 9 Tagen) 8,6 bzw. 9,0 betragen. Da®B der Wert bei Essig- 
siure héher ist als bei Buttersaure, liegt natiirlich daran, daB hier bei 
der Essigsiure infolge der kiirzeren Kohlenstoffkette mehr Alkali auf 
die Einheit des Kohlenstoffs entfallt als bei der Buttersdure, was selbst- 


¥ 
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verstandlich auch fiir die iibrigen Sauren gilt. Der pu-Wert der Glucose 
ist bei 7,2 stehen geblieben, nachdem nach 2 Tagen ein schwacher 
Anstieg auf 7,6 erfolgte, offenbar infolge des aus der Desaminierung 
des Glykokolls gebildeten Ammoniaks. 

Bei keiner der iibrigen Saduren iibersteigt die Menge des gebildeten 
EiweiBes 50% des méglichen. Diese Grenze wird von Bernsteinséure 
eben erreicht, die Ertragswerte bleiben bei allen tibrigen Sauren darunter. 
Die Reihenfolge ist in absteigender Anordnung nach 9 Tagen: Bernstein-, 
Apfel-, Ameisen-, Oxal-, Glykol- und Milch-, Wein-, Citronen-, Glyoxyl- 
siure. Die letztgenannte brachte nur 1,31 mg EiweiB-N, also eine 
Menge, die gem der eingangs gemachten Bemerkung restlos als durch 
Verarbeitung des Glykokolls allein (und des Agars) erklart werden 
kénnte. Diese Erklarung wiirde jedoch nicht ganz zutreffen. Denn die 
Ammoniakzahlen zeigen, daf hier héchstens eine ganz geringfiigige 
Desaminierung des Glykokolls stattgefunden hat; es mu8 also etwas 
der Glyoxylsiure verarbeitet worden sein. Ausdriicklich sei noch fest- 
gestellt, daB in diesem Falle, ebenso in den anderen, in denen Ammoniak 
nur in geringer Menge auftrat, die blaue Farbe des Filtrates der EiweiB- 
bestimmung (Glykokoll-Kupfer-Komplexverbindung!) das Nochvor- 
handensein des Glykokolls anzeigte, und zwar in entsprechender Starke. 
Ebenso zeigt der bei Glyoxylsdiure schon am 2. Tage auf 7,8 und spater 
auf 8,1 gestiegene pu-Wert eine gewisse Verarbeitung dieser Saure an, da 
der Anstieg nicht durch Ammoniakbildung erklart werden kann. Ein 
zu hoher pu-Wert kann fiir die schlechte Verarbeitung der Glyoxylsaure 
nicht unmittelbar verantwortlich gemacht werden, da bei Essigsadure 
vom 4. zum 9. Tage noch bei einem px-Wert von 9,1 eine deutliche 
EiweiBbildung erfolgt. Da Glyoxylsiure als Zwischenprodukt der Des- 
aminierung des Glykokolls in Frage kommt, so haben wir uns bemiiht, 
diese Saiure bei der Verarbeitung von Glykokoll nachzuweisen — jedoch 
ohne Erfolg, wihrend Janke und Tayenthal sowie Egami bei anderen 
Bakterien (LB. coli, mycoides, Bakterien aus Gartenerde) der Nachweis 
gegliickt ist. Natiirlich ist das noch kein Beweis gegen die Entstehung 
dieser Saiure bei B. glycinophilus. Ob die schlechte Verwertung der 
Glyoxylsiure in unserem Falle durch Hemmung der Desaminierung 
des Glykokolls erklart werden kann, lassen wir einstweilen dahingestellt. 

Auch bei der Citronensiure, die am zweitschlechtesten verwertet 
wurde, war keine Desaminierung festzustellen, bei Weinsaure erst am 
9. Tage. Ebenso zeigte Oxalsiiure keine Desaminierung in gréferem 
Umfange, obwohl eine solche in gewissem Umfange stattgefunden 
haben muf}, da immerhin 3,94 mg Eiwei8-N nach 9 Tagen festgelegt 
waren. Apfelsiure zeigte Desaminierung, aber keine vollstaindige, da 
im héchsten Falle die Summe von EiweiB- und N H3-N nur 7;76 betrug. 
Am 9.Tage erfolgte hier wieder eine Abnahme des Ammoniaks, die 


EiweiBbildung durch Bakterien. V. 293 


offenbar auf Verdunstung bei der alkalischen Reaktion (pu 8,5) zuriick- 
zufiihren ist. Ein solcher Riickgang findet sich auch bei Ameisen-, 
Bernstein-, Glykol- und Milchsaure bei gleicher Ursache. 

In anderen Fallen wiederum (Ameisen-, Bernstein-, Glykol- und 
Milchsaure) erfolgte bereits nach 2 Tagen eine vollstaéndige Desami- 
nierung des Glykokolls; die Summe von Eiwei8- und Ammoniak-N 
betragt hier 8,49, 8,78, 9,28 und 9,00. Trotzdem ist die Eiwei®bildung 
vom 2. Tage an kaum mehr gestiegen. Da die gebildeten EiweiBmengen 
3,99, 4,64, 3,12 und 3,12 kaum aus der Verarbeitung von Glykokoll 
allein (und Agar) zu erklaren sind, so mu die Saure in gewissem Um- 
fange verarbeitet worden sein. Es bleibt aber vorerst unklar, weshalb 
die Verarbeitung nicht weitergeht, zumal die Anfangskonzentrationen 
ja abnehmen, somit die ,,Giftigkeit“ sich verringern mu8. Auch die 
Alkalisierung kann nicht die Ursache des Aufhérens sein, aus dem oben 
S. 292 fiir die Glyoxylsaure bereits erwihnten Falle, besonders nicht fiir 
die Milchsaure, bei der das px auf nur 7,6 steigt. Man muB8 also entweder 
annehmen, daB die Saure bereits véllig zerstért ist ; das kann aber 
z. B. bei der Milchsaure nicht der Fall sein, da sonst der py-Wert héher 
sein miiBte, jedenfalls héher als bei der Buttersiure. Oder man muB 
annehmen, da8B die jeweilige Saure teilweise angegriffen ist, das ent- 
stehende Produkt aber giftig wirkt oder nicht weiter verarbeitet werden 
kann. 

Insgesamt ergibt sich also ein auBerst verschiedenes Bild in der 
Verarbeitung der gepriiften organischen Saduren. In Hinsicht auf die 
Verarbeitung des Glykokolls bzw. dessen Desaminierung stellen wir noch 
einmal iibersichtlich zusammen; wobei die in () gesetzten Zahlen die 
EiweiBwerte des EiweiBstickstoffs nach 2 Tagen bedeuten, einem Zeit- 
punkt also, zu dem offenbar der primaire Angriff auf die Kohlenstoff- 
quelle bereits erfolgt ist: 

1. Fehlende Desaminierung des Glykokolls: Citronensaure (1,67), 
Glyoxylsaure (0,94), Oxalsaure (1,09). 

2. Verspatete Desaminierung des Glykokolls: Weinséure (2,61). 

3. Unvollstandige Desaminierung: Apfelsiure (2,68). 

4. Vollstaéndige Desaminierung ohne entsprechende EiweifSbildung: 
Ameisensaéure (3,12), Bernsteinsaéure (3,41), Glykelsiure (2,90), Milch- 
sdure (2,90). 

5. Vollstandige Desaminierung mit vollstandiger EiweiSbildung: 
Buttersiure (6,31), Essigsdure (4,93), Glucose (4,42). 

Danach entspricht also die Starke der EiweiSbildung durchaus der 
Starke der Desaminierung. Es ware verfiihrerisch, daraus den Schlu8 
ziehen zu wollen, daB die Héhe der Desaminierung der primar ent- 
scheidende Faktor fiir die Héhe der EiweiSbildung sei. Das ist aber 
schon aus dem Grunde nicht méglich, weil ja auch mit Ammoniak als 
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Stickstoffquelle die gleiche grundsatzliche Anordnung in der Ver- 
wertung der organischen Sauren sich zeigte, soweit die Versuchsbedin- 
gungen einen solchen Vergleich tiberhaupt ermdéglichen, wie spater 
(S.307ff.) zu zeigen sein wird. Es wird also richtiger sein, anzunehmen, 
da die Desaminierung lediglich eine Begleiterscheinung der Verarbeitung 
der organischen Sauren ist, die mit der Eignung als Kohlenstoffquelle 
parallel geht. Uber die jeweiligen Verainderungen, die dabei die Saure 
erleidet, kénnten natiirlich nur eingehende Untersuchungen AufschluB 
geben. Auf weitere Gesichtspunkte werden wir unten noch zuriick- 
kommen. 

Noch auf einen Punkt sei aufmerksam gemacht: Allgemein ge- 
sprochen kénnen organische Saéuren um so schlechter verwertet werden, 
je mehr sich die Reaktion dem sauren Bereich nahert. Im Falle der 
Essigsaure z. B. findet nach Tabelle VII bei pu 6,3 keine Verarbeitung 
statt, also bei einem px-Wert, bei dem nach Tabelle I und fritheren 
Versuchen aus Glucose noch gute Eiweifbildung erfolgt, die nach 
Tabelle X sogar noch bei px 5,95 maximal war. Das deutet darauf hin, 
daB es sich bei der ,,Giftigkeit‘‘ der organischen Saéuren nicht um eine 
primaire Wirkung der Wasserstoffionen handelt, auch nicht des Saure- 
restes, sondern offenbar um eine Wirkung des ganzen, undissoziierten 
Sauremolekiils, wie auch von verschiedenen Autoren schon angenommen 
wurde (Bach, Becker, Cohen u. Clark, Uppahl, Winslow u. Lochridge). 
Die beiden letztgenannten Autoren weisen z. B. darauf hin, daB B. coli 
mit Salzsiure noch bei einem py-Wert von 5,0 gut wachst, nicht aber 
bei einem solchen von 5,45, wenn dieser mit Essigsiure erzielt wird. 
Auch Ruschmann und Meyer stellten fest, daB Coli-Staémme anorganische 
Sauren besser vertragen als organische. Zweifellos handelt es sich dabei 
primar um eine Permeabilitatsfrage, die iiber die Konzentration in der 
Zelle entscheidet, als Vorstufe zur eigentlichen Verarbeitung, die dort 
einsetzt und zu den besonderen Wirkungen fiihrt, wie sie oben gekenn- 
zeichnet wurden. 

B. qlycinophilus verhalt sich hinsichtlich der Kohlenstoffquellen 
recht eigenartig: Von den Monosen verwertet er nur die Glucose in 
groBerem Umfange, von organischen Siuren insbesondere die Essig- 
séure. Wenn er auch bei schwach alkalischer Reaktion Buttersiure 
noch besser verwertet, so geht die Verarbeitung der Essigsiiure doch noch 
in den sauren Bereich, in dem eine Verarbeitung der Buttersiure nicht 
mehr stattfindet. Propionsiiure stand uns im Augenblick leider nicht 
zur Verfiigung; doch ist anzunehmen, da8 ihre Verarbeitung zwischen 
der der Essig- und Buttersiiure liegt. Es scheint, daB das Bakterium 
in vieler Hinsicht stoffwechselphysiologisch den von Bredemann und 
Werner beschriebenen buttersiureabbauenden Bakterien entspricht, 
obwohl es mit keiner der dort erwihnten Arten identisch sein diirfte. 
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Allerdings unterscheidet sich B. glycinophilus durch die schlechte Ver- 
arbeitung der Ameisensdure. Indessen sind die Versuche von Bredemann 
und Werner nur qualitativ, und eine gewisse Verarbeitung der Ameisen- 
sdure erfolgte auch bei uns. Jedenfalls kénnte ein genauer Vergleich 
der verschiedensten Bakterien nur auf quantitativer Grundlage erfolgen. 
Dann ware auch zu priifen, wie sich die Bredemannschen Bakterien der 
Bernstein- usw. Saéure gegeniiber verhalten. 

Im itibrigen wiirde B. glycinophilus sich stark von sonstigen ge- 
priiften Bakterien unterscheiden. Nach einer kurzen, von Franke und 
Peris gegebenen Zusammenstellung gehéren gemaB den Untersuchungen 
von Ayers, Rupp und Johnson, Braun u. Mitarbeitern, den Dooren de 
Jong, Maassen u. a. (zahlreiche Angaben finden sich bei Buchanan 
und Fulmer) Milch-, Brenztrauben-, Bernstein-, Fumar-, Apfel- und 
Citronen-, auch Essig-, Propion- und Butterséure zu den generell 
durch Bakterien am besten verwertbaren Siuren. Sie selbst fanden eine 
abnliche Eignung bei verschiedenen Bakterien, mit Ausnahme der 
Citronensadure, bei Priifung der Verwendbarkeit ruhender Bakterien 
zur Dehydrierung. Es kann also nicht iibersehen werden, dai gerade 
die gréBere Anzahl der als , gut‘‘ verwertbar geltenden Sauren von 
unserem Bakterium schlecht verwertet werden. Dabei ist allerdings zu 
beriicksichtigen, da die Ergebnisse der genannten Autoren meist nur 
qualitativer Natur sind, einschl. des Nachweises der Saureverwendung 
durch Bestimmung des gebildeten Alkalis. Ein Blick auf die obige 
Tabelle VIII zeigt, daB diese in keiner Weise geeignet ist. Auch Maassen 
stellte ja schon fest, daB z. B. Ameisensdure zwar verarbeitet, aber nicht 
zur Neubildung von Zellsubstanz verwendet werden kann, welche Beob- 
achtung wohl auch aus den oben 8. 291 ff. mitgeteilten Ergebnissen 
hervorgeht. 

Hier sei insbesondere noch auf folgendes hingewiesen: Die biochemische 
Erforschung des Séureabbaues durch Mikroorganismen arbeitet in neuerer 
Zeit mit der Methode der ,,ruhenden Bakterien‘‘; so wurden u. a. die Er- 
gebnisse von Pranke und Peris gewonnen. Fir die rein biologische Betrach- 
tung ist diese Methode indessen primar weniger geeignet, was ausdrticklich 
festgestellt werden muB, so wichtig sie auch fiir die Aufklarung des Chemis- 
mus sein mag. Denn fiir uns handelt es sich darum, wieviel an Zellmasse 
(bzw. an Eiwei® im vorliegenden Falle) der Organismus aus einer gegebenen 
Menge einer Kohlenstoffverbindung zu bilden vermag. Der Chemismus 
spielt dabei erst eine sekundare Rolle und kann gegebenenfalls das Warum 
der Eignung oder Nichteignung erklaren. Oder anders ausgedriickt: Unsere 
mehr biologische Betrachtungsweise soll die Wirkung des Zusammenspiels 
aller gegebenen Méglichkeiten im Lebensablauf erfassen, wortiber das 
Herausnehmen nur eines, sozusagen stationdren, Vorganges noch keinen 
AufschluB geben kann. Uber die Okonomie des Stoffwechsels vermag die 
Methode der ,,ruhenden Bakterien‘ natiirlich ebenfalls nichts auszusagen. 

Es sei in diesem Zusammenhange noch darauf hingewiesen, daB z. B. 
bei der Alkoholgarung der Hefe sich offenbare Unstimmigkeiten ergeben 
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haben zwischen den aus der Verwendung von HefepreBsaft erzielten Ergeb- 
nissen und der tatsachlichen Arbeit der lebenden Zelle, wie die Ausfiihrungen 
von Nilsson und Nord zeigen. Wir hoffen, durch unsere Versuche gezeigt 
zu haben, daB sich bei quantitativer Erfassung des Lebensablaufes mannig- 
fache Abstufungen zeigen, die nicht mit einer elektiven biochemischen 
Methode zu erfassen sind, die aber von primarer Wichtigkeit fiir die Kenntnis 
des Gesamtstoffwechsels sind. 


Stickstoff quellen. 


Tabelle IX zeigt zunichst einen Versuch mit gestaffelten Mengen 
an Stickstoff in verschiedener Form, bei 2 und 3% Glucose. Die fiir 
Glykokoll aufgefiithrten Werte sind bereits friiher (A. Rippel und 
K. Nabel, 8. 367f.) besprochen, so daB hier nur kurz auf Unterschiede 
gegeniiber den anderen Stickstoffquellen hingewiesen zu werden braucht. 


Tabelle IX. Verschiedene Stickstoffquellen fiir B. glycinophilus. 


mg EiweiBstickstoff je Kober 
% Sea Kulturdauer 2 Tage|| Kulturdauer 4 Tage || Kulturdauer 6 Tage 
er Stickstoffquelle 

2% 3% 2% 3% 2% 3 % 

Zucker Zucker Zucker Zucker Zucker | Zucker 

0,1 % || 4,61 | 2,95 8,64 | 6,63 8,71 | 8,29 

(Op Oy, 3,74 2,167 Helped 4,75 17,50 | 11,59 

Glykokoll 0:3 oe 2,66 PLOY 15,55 3,02 25,28 9,80 
| 04 % 2,45 2,66 4,61 3,99. i 23,01 6,12 

(Hise GA 2.66 2,74 4,11 3,46 || 19,23 8,14 

0,04 % || 1,22 | 1,87 | 287) 1,161) 128 ah tad 

0,08 % 1,15 1,66 1,37 1,73 122 1,22 

Harnstoff 0,12 % 1,24 0,79 1,88 1,80 1,88 1,73 
| Oc Gore 1,51 1,44 1,66 2,02 1,94 2,16 

O20 on 2,23 ale shy 1,93 1,88 2,66 2,02 

[ 18,0 pee ne 9,07 9,14 9,07 9,14 

n t 0 % | 0, ‘72 || 6,48 | 2,95 || 17,66 | 17,49 
mine N) at /o71 &% || 0,65 | 029 || 1,92 | 1.15 || 122 | 129 
| 86,6 .% 0,72 0,58 1,08 1,22 1,15 1,01 

46,1 % || 0,98 0,29 1,00 Alea 0,94 0,72 

ao %) a8 | HS | te] oe | set] aes 

A ] t t > /o ’ ’ ’ 8 1,73 1,73 3,32 
“ang N) | 20 % |) 146 | 1,22 || 1,68 | 1,88 | 281 | 2,88 
EY eS is Bay eee Se 1,44 | 1,51 || 2,09 | 2,66 

46,6 % 1,15 Hee ale 1,80 2,09 2,52 

0,119 % 2,30 1,87 6,41 2,95 8,86 9,00 

ee 0,238 % L322 1,08 1,66 1,80 5,41 8,07 
anin } 0,857% || 0,93 | 1,15 1,36 | 2,16 3,10 | 3,88 

| 0,476 % 1,51 1,80 2,44 1,95 4,47 3,03 

0,595 % 1. to ay (3) 2,16 2,45 2,88 3,31 


Nahrlésung usw. wie bei Versuch Tabelle I. 


Harnstoff wird von unserem Bakterium sehr schlecht verwertet, 
wobei allerdings auffallenderweise die Verwertung mit héherer Harn- 
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stoffkonzentration zwar wenig, aber deutlich ansteigt. Der héchste 
tiberhaupt erzielte Wert, 2,66 mg Eiweif-N bei 2 % Zacker nach 6 Tagen 
entspricht einer Verwertung von nur 9,77 % des Harnstoff-Stickstoffs; 
der Wert 1,44mg EiweiB-N (geringste Harnstoffgabe, 3%, Zucker) 
entspricht einer Verwertung von 15,4 %- Da gerade die Kignung von 
Harnstoff als Stickstoffquelle interessierte, so wurde noch ein Vergleich 
mit Glykokoll bei verschiedener Phosphatpufferung, also verschiedener 
Konzentration der Wasserstoffionen, angesetzt, der folgende in Tabelle X 
niedergelegten Werte ergab. Die Verwertung von Harnstoff ist aber bei 
verschiedener Reaktion gleich schlecht, ebenso in weiteren Versuchen, 
auf deren Wiedergabe verzichtet werden kann. 


Tabelle X. Harnstoff als Stickstoffquelle fiir B. glycinophilus. 
ee ee eS 


mg HiweiB-N je Kolben 
KH,P0,/K,HP 04 pu nach 3 Tagen bei 
Glykokoll Harnstoff 
0/0,5 8,15 7,15 0,86 
0,13/0,40 | 7,15 7,87 1,10 
0,52/0,10 5,95 39 0,95 
0,58/0,06 5,60 0,76 0,29 


Nahrlésung sonst wie iiblich. N-Quelle 0,1 bzw. 0,04 %. 


Ammoniumacetat hat im Versuch der Tabelle IX recht giinstig 
gewirkt, jedoch nur in den beiden 0,1 und 0,2 % Glykokoll entsprechenden 
Konzentrationen, waihrend die héheren schadlich wirkten. Allerdings 
bleibt die Wirkung der beiden niedrigsten Konzentrationen nach 
2 Tagen noch weit hinter der des Glykokolls zuriick, holt nach 4 Tagen 
bei der geringsten und nach 6 Tagen bei der nachsthéheren Gabe auf. 
Bei 3% Zucker liegen die Werte sogar noch héher als bei Glykokoll. 
Die Wirkung ist dann quantitativ. Da der px-Wert hier 6,3 betrug, so 
sieht man, da$8 das Bakterium zwar das Ammoniak des Ammonacetats 
zu verwerten vermag, bei gleichem pu-Wert aber nicht das Acetat, wenn 
dieses als alleinige Kohlenstoffquelle geboten wird, wie aus dem Versuch 
in Tabelle VII hervorging. 

Zur Herstellung der Nahrlésung sei noch bemerkt, daB alle Lésungen 
auf py 6,3 eingestellt wurden. Da Ammoniumacetat und Ammoniumlactat 
namentlich in héheren Gaben die Nahrlésung séuerten (bis zu py 5,7), so 
wurde zum Ansatz der Lésungen eine Ammoniumacetat- bzw. -lactatlosung 
verwendet, die einen etwas geringeren Stickstoffgehalt aufwies als gefordert 
wurde; dann wurde Ammoniak hinzugesetzt, bis der py-Wert 6,3 erreicht 
war, wobei diese Lésungen so ausprobiert waren, daB sich der zu fordernde 
Stickstoffgehalt ergab, der dem N-Wert des Glykokolls entsprach. Es wurde 
die starkste Acetat- bzw. Lactatlésung angesetzt und fiir die tibrigen Reihen 
entsprechend verdiinnt. Eine solche Mischung war fiir das Acetat 20¢ 
Ammoniumacetat (12% N) + 900cem n/10 Ammoniak auf 2 Liter (= 2,42 
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Ammoniumacetat-N und 1,26g Ammoniak-N). Die itibrige Nahrlésung 
wurde gescndert in héherer Konzentration hergestellt, und durch ent- 
sprechende Mischung die endgiiltige Nahrlésung erzielt. Fiir das Ammonium- 
lactat ergab sich 37g Ammoniumlactat + 350 cem n/10 Ammoniak auf 
2 Liter. Ausdriicklich sei betont, daB der Stickstoffgehalt nach dem Sterili- 
sieren nachgepriift wurde; eine Veranderung ergab sich nicht. 

Ammoniumlactat. Die Wirkung ist zwar nicht besonders gut, aber 
doch deutlich besser als die von Harnstoff. Mit 3,32 mg EiweiB-N als 
Maximum ergab sich bei der geringsten Stickstoffgabe eine Ausbeute 
von 35,7% des zugesetzten Stickstoffs, bei der nachsthcheren ist die 
Ausbeute nur halb so hoch. Die Wirkung steigt offensichtlich mit der 
Zeit an. Bemerkenswert ist vor allem, da sie bei 3° Glucose zwar 
wenig, aber deutlich besser ist als bei 2°, wie namentlich der Vergleich 
nach 6 Tagen zeigt; bei Glykokoll ist gerade das gegenteilige Verhalten 
zu beobachten. 

Alanin. Im Vergleich zum Glykokoll iiberrascht die starke Unter- 
legenheit des Alanins, die sich einerseits in einer starkeren zeitlichen 
Verzégerung der Wirkung bei 0,119% Alanin, andererseits darin aus- 
driickt, daf nur bei dieser niedrigsten Gabe der theoretische Wert 
erreicht wird, wiahrend die Verarbeitung der nachsthdheren Gabe 
maximal (6 Tage und 3 °% Glucose) nur zu rund 50 % erfolgte, und die 
noch héheren Gaben nur eine sehr mafBige Verwertung zeigten. Ver- 
glichen mit dem Ammoniumacetat ist die Wirkung des Alanins deutlich 
schlechter. 

Immerhin miissen wir zugeben, daB sich die Unterlegenheit des 
Alanins dem Glykokoll gegentiber bei unseren Versuchen nicht immer 
zeigte. Wir stellen in der folgenden Tabelle XI eine Reihe weiterer 
Versuche zusammen, weitere finden sich in den Tabellen XII und XIII, 
sowie in der Ubersicht 8. 304, unten. Man sieht, daB zwar das Alanin 
dem Glykokoll nicht immer in der gleichen Intensitaét unterlegen ist 
wie im Versuch der Tabelle IX, daB aber eine Unterlegenheit immer 
vorhanden ist, die sich vor allem, im Falle der giinstigsten Wirkung des 
Alanins, in der zeitlichen Verzégerung, verglichen mit der Glykokoll- 
wirkung, duBert. Sie zeigt sich ferner darin, dafs die schiidliche Wirkung 
héherer Aminosiure — bei gleicher Zuckerkonzentration bzw. héherer 
Zucker — bei gleicher Aminosdurekonzentration beim Alanin starker in 
Erscheinung tritt als beim Glykokoll. DaB die Versuche nicht quanti- 
tativ reproduzierbar ausfallen, braucht nach unseren bisherigen Er- 
fahrungen nicht wunder zu nehmen; wir haben friiher schon ausdriick- 
lich auf die UnregelmaBigkeit im Ausfall von zu verschiedenen Zeiten 
angesetzten Versuchen hingewiesen (A. Rippel u. K. Nabel, 8. 369; 
man vgl. auch den ,,Wetterfaktor“ von Bortels). 

Weiterhin wurde noch Asparagin und Glutaminsdure gepriift, 
und zwar bei gleichen Zuckerkonzentrationen wie bei dem Versuch in 
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Tabelle XT. 


Vergleich zwischen Glykokoll und Alanin als N- Quellen fiir 
B. glycinophilus. 


: mg Hiwei&B-N je Kolben 

N- Quelle . C- Quelle nach Tagen 

2 4 
Versuch 1. 
Glykokoll 0,1 % Glucose 0,5 % | 6,55 7,85 
Ol) 2% eer iy ae | 6,19 7,63 
Wein 10/2..0 0), » 0,8 S, 5,55 1210 
. 02 % sa 1°07, 6.46 15,12 
Alanin 0,119 % % 0,5 % 4,90 8,64 
” 0,119 % 55 10% 5,69 7.49 
Aa 0,238 % - 05% 3,67 14,18 
< 0,238 % 3 150/94 1,80 13,89 
Versuch 2. 
Glykokoll 0,2 % Glucose 0% 2,73 38,10 
%” Che | OA 3 0,5 % 6,55 13,32 
”» OE es OOK 1,87 14,02 
Alanin 0,238 % = ao, 1,58 5,04 
* 0,238 % * Obe4 2,16 14,69 
‘3 0,238 % snipe Ages 1,08 5,47 
Versuch 3. 

Glykokoll Onl oF Glucose 1,0 % 7,39 7,63 
Alanin 03119 9% 3 1,0% 5,47 6,09 


Nahrlésung usw. wie in Tabelle I. 


Tabelle XT; die Zahlen finden sich in Tabelle XII. Auf das Verhalten 
des Alanins wurde bereits eingegangen. Asparagin wurde ohne Zucker 
schlechter verwertet als Glykokoll, ebenso mit 0,5 °% Glucose nach 
2 Tagen, waihrend seine Wirkung nach 4 Tagen aufgeholt hat. Sie ist 
jetzt sogar besser als bei Glykokoll, und auch bei 1,0 % Zucker wirkte 
Asparagin etwas besser als Glykokoll. Die Gain zeigen weiterhin 
dafi auch der Amidstickstoff des Asparagins angegriffen wird, da im 
Hochstfalle 12,31 mg EiweiBstickstoff gebildet sind, wihrend aus dem 
Aminostickstoff allein nur etwa 9 mg hatten entnommen werden kénnen. 
_Glutaminsaéure wurde bedeutend besser verwertet als Glykokoll, und 
zwar bei Vorhandensein oder Fehlen von Glucose; in diesem Falle war 
die Verwertung sogar recht gut. Erwahnt sei dabei noch, da8 die Nahr- 
lésung mit Glutaminsdure durch diesen Zusatz auf pu 5,5 kam, aber 
mit NaOH auf 6,3 gebracht wurde, dem Werte der iibrigen, da sonst 
das Wachstum schlecht war, wie andere Versuche zeigten. Auch bei 
Asparagin und Glutaminséure hemmte 1°% Glucose gegeniiber 0,5 % 
noch staérker beim Alanin, wie die Werte nach 4 Tagen zeigen. 

Wir fiihrten weiter den in Tabelle XIII wiedergegebenen Versuch 
durch, bei dem Glykokoll, Alanin, Leucin und Ammoniumlactat bei 
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Tabelle XII. Wirkung verschiedener Aminosduren als N- Quellen 
fiir B. glycinophilus. 


a 


mg EHiweiB-N je Kolben 
N- Quelle C- Quelle nach Tagen 
2 4 

Glykokoll 0,2 ° Glucose | 0.9 2,52 2,74 ; 
Ari "9 » 05% 7,63 10,30 
” 0,2 % 29 i 0 oP 1,87 9,00 
Alanin 0,238 ° - 0% 1,08 F200 
“e 0,238 4) ie ese 1,51 6,55 
% 0,238 9% CELLO Hs, 1,08 1,66 

P vg 

Asparagin 0,177 9 :, 0% 1,37 2,02 
ie eRe es "0,5 % 3/24 12,31 
2 0.177 % vis 2.44 - 10,01 
(0,393 9 . 0° 8,50 - 2,95 
Glutamin- | 9393 f 0,5 g 13,47 21,09 
aiuire 5G Bua op oh Sees 12,03 14,83 


Nahrlésung. usw. wie in Tabelle I; die N-Werte enkaprectient jeweils | 
0,2% Glykokoll. py 6,3. 


q 
verschiedener Phosphatpufferung verglichen wurden. — /Alanin hat | 
dieses Mal also bei beiden Pufferungen ebenso gut gewirkt wie Glykokoll 
was offenbar an dem schnellen Wachstum des Bakteriums liegt, das 
bereits nach 2 Tagen das Maximum an Eiweif gebildet hat. Leucin i 
wurde bei der stiirker sauren Pufferung schlecht, besser bei der weniger 
sauren verwertet, jedoch nicht so gut wie Glykokoll und Alanin. Da der 
pu-Wert am SchluB des Versuchs 6,3 betrug, so kann die Konzentration 
der Wasserstoffionen nicht ohne weiteres fiir die schlechtere Wirkung 
verantwortlich gemacht werden. Auf diese Frage wird spater noch 
zurtickzukommen sein. Ammoniumlactat hatte bei der stirker sauren _ 
Pufferung kaum eine Wirkung, eine maBig gute bei der schwachouill 
sauren. 4 

Die in Tabelle XIII noch fiir Leucin angegebenen Ammoniakwerte 
zeigen, daB dieses zwar desaminiert ist, aber trotzdem nicht zur Wirkung — 
kommt. Es ist also nicht unangreifbar, mu aber irgendwie giftig — 
wirken. Es bestitigt sich also auch fiir das Leucin die frither von uns" 
(hippel und. Nabel) fiir das Glykokoll gemachte Feststellung (vgl. auch 
Tabelle VIII der vorliegenden Arbeit), da die Verarbeitung der Amino- 
siure tiber die Desaminierung geht. } 

In Tabelle XIV sind zwei (zu verschiedenen Zeiten angecceral | 
Versuche mit den Ammoniaksalzen einiger niedrigmolekularer organi- 
scher Saéuren wiedergegeben, auferdem ist in Versuch 2 Ammonium. — 
phosphat aufgenommen, das, wie man sieht, verhaltnismaBig ut. 
gewirkt hat, wenn auch dem Glykokoll gegeniiber mit zeitlicher Ver- : 
zOgerung, wie schon friihere Versuche zeigten. Im iibrigen wurden, wie 


SSeS eae 


+ een 


a 
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Tabelle XIII. Wirkung verschiedener Pufferung auf die Ver- 


arbeitung einiger Stickstoffquellen durch B. glycinophilus. 
= Ee 


mg HiweiB-N - 
Pufferung N- Quelle (pH) je Kolben (pH) me Kolion 
nach 2 Tagen nach 2 Tagen 
Glykokoll (6,4) 7,78 
KH, P0,/K,HPO, Alanin (6,3) 7,35 (6,1) 0,93 
= 0,4/0,2 pr 6,3 Leucin (6,2) 2,30 (6,0) 5,83 
N H,-Lactat 0,72 
Glykokoll (6,8) (pau 
KH,PO,/K,HPO, Alanin | (6,4) 7,49 (6,7) 0,58 
= 0,2/0,4 pu 6,9 Leucin 5,33 (6,3) 2,23 
= N H,-Lactat 4,11 


Nahrlosung usw. sonst wie in Tabelle I. Glucose 1,0 %, N-Quelle ent- 
sprechend 0,1 ue Glykokoll. 


Brash sieht, die Ammoniaksalze der gepriiften Sauren nicht voll ver- 
Eawertet, mit Ausnahme des Acetats, in diesem Falle jedoch erst nach 
_ 6 Tagen Kulturdauer, was bis zu einem gewissen Grade die frither (S. 297) 
* Pemiitte Erfahrung der Jangsamen Wirkung des Ammoniumacetats 
s bestatigt; zweifellos ist das hier die Folge der urspriinglich zu hohen 
- Konzentration der Wasserstoffionen, die erst durch Verarbeitung gesenkt 
wird. Auffallend ist noch die gute anfangliche Wirkung des oxalsauren 
3 Ammoniaks schon nach 2 Tagen, die aber dann nicht mehr weitergeht, 
méglicherweise wegen der Reaktionsverschiebung, wie sich im nachsten 
Versuch zeigen wird. 
Im Versuch 2 der Tabelle XIV haben wir auch eine Mischung der 
_ gepriiften Ammoniaksalze gegeben, wobei selbstverstandlich die Konzen- 


Ausgangs- 
3 N- Quelle F , ; fia ne 
Versuch 1. : 
Roby ROOll eras vac tee ae 8,00 8,00 psa 
glyoxylsaures NH,......... 1,66 3,88 5,12 
eeevolykolsaures NH, o:.....% .. 2,16 3,67 4,75 
me Oxalsaures NH, :....:...... 4,24 4,36 4,03 
27 
‘Versuch 2 
_ a) Glykokoll AEs ny Reece 7,64 7,63 7,78 6,2 
sab) glyoxylsaures NH; ...... 1,73 3,53 5,33 6,2 
=. C) essigsaures NH ,. ....... 0,65 0,29 7,49 5,7 
ie ed) Ammoniumphosphat .... 2,66 6,12 7,49. 6,6 
= ee. ‘Mischung DH Ore tt ok 5,25 6,91 8,07 al 


oNahrlosung, usw. wie in Tabelle I. Stickstoffmengen entsprechend 


Se 20 * 
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tration des einzelnen Salzes 1/3 der Menge betrug, die bei alleiniger 
Verwendung gegeben wurde. Diese Mischung hat eine die Wirkung 
jedes einzelnen Salzes weit iibertreffende Wirkung ergeben, wie nament- 
lich die Zahlen nach 2 Tagen zeigen. Hierauf wird gleich zuriickzu- 
kommen sein (8S. 308). 

Mit den bisher verwendeten Sauren haben wir, unter Hinzunahme 
des milchsauren Ammoniaks, den weiteren Versuch der Tabelle XV 
angestellt, in dem der pu-Wert einheitlich auf 6,4 gebracht und auBerdem 


Tabelle XV. Ammoniaksalze verschiedener organischer Saiuren 
als N- Quellen fiir B. glycinophilus bei einheitlichem Anfangs- 
pu-Wert (6,4). 


mg HiweiB-N je Kolben nach Tagen 
N- Quelle Se 
S (pH) 4 (pH) 6 (px) 
1. Glykokoll 0,1 % .... 6,98 (6,4) 7,56 (6,3) 7,78 © (6,3) 
2. glyoxylsaures NH; .. 0,79 (6,4) 2,73 (6,2) ‘yale (Gey 
8. glykolsaures NH, ... || 1,37 (6,4) 3,89 — (6,1) 4,75 (5,9) 
4. essigsaures NH, .... 4,90 (6,8) 7,49 (6,6) 7,92 (6,5) 
5. milchsaures NH;.... 1,15 (6,4) 2,58 (6,2) 3,885 en (GsL) 
6. oxalsaures NH, .... 2,30 (6,0) 3500) (059) 4,68 (5,9) 
%. Mischung 2—6..2... | 38,10 (6,4) 5,69 (6,3) 7,78 (5,9) 
Die entsprechenden Ammoniakzahlen in der Nahrlésung sind: 

ile 1,15 0,22 0,22 

2. 7,85 4,97 2,95 

3. 7,20 4,61 4,18 

4, 3,50 0,21 0,36 

5. 6,91 5,26 4,03 

6. 6,19 3,89 3,50 

Me 4,97 2,09 0,29 


Nahrlésung usw. wie in Tabelle I, Alle Lésungen mit NaOH auf 
Pu 6,4 gebracht. Ammoniaksalze entsprechend 0,1% Glykokoll. 


das jeweilig vorhandene Ammoniak bestimmt wurde. Wie man sieht, 
entsprechen die KiweiBmengen véllig denen der Tabelle XIV. Die 
jeweiligen Ammoniakzahlen zeigen weiterhin, da sich der nicht- 
verarbeitete Anteil noch restlos in der Naihrlésung befand. Die weitere 
Besprechung des Kinflusses der pxu-Werte geben wir nach Darstellung 
der Versuche und fiihren weiter in Tabelle XVI einen weiteren Versuch 
an mit den gleichen Ammoniaksalzen organischer Sauren wie im Versuch 
der Tabelle XV, wobei jedoch der pxu-Wert einheitlich auf 7,1 gebracht 
wurde. 


Essigsaures und milchsaures Ammoniak hatten also fast so gut 
gewirkt wie Glykokoll. Glyoxylsaures und glykolsaures Ammoniak ° 
hatten schlechte Wirkung, aber das Ammoniak war fast restlos ver- 
fliichtigt. Aber auch das oxalsaure Ammoniak hat schlecht gewirkt, 
obwohl hier das unverbrauchte Ammoniak noch vorhanden war. Der 
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Tabelle XVI. Ammoniaksalze verschiedener organischer Sauren 
als N- Quellen fiir B. glycinophilus bei einheitlichem py-Wert (Hei) 
1 a eee 


N Onell mg aa 
Y- Quelle j Ib: 3° 

Rach 2 Tagen tra ae Pe. 
Pe Gycokoll 0.1%, ............... 7,18 ‘Ne Ae eae 
Beecivoxyisaures “NiHio). .... cme. <7 1,00 1,07 (Al 
Ooupelykolsaures, N Heys ccketic cles is es 1,51 0,72 7,0 
MeReSsiohaures iN Ha i. cts «20ers oc 0 6,98 0,22 allt 
Semel GhsauresN| Flere on. aacjacn. + oe 6,28 0,58 6,5 
Omeoxalsaures: IN Hae) seed. es 1,95 5,48 6,9 
RM VUISCOUT ON DON herbie et. shape sheets et 4,83 0,36 6,7 


Nahrlésung usw. wie in Tabelle XV. py einheitlich mit NaOH auf 7,1 
gebracht. 


Fall des milchsauren Ammoniaks zeigt offenbar, dag der Wasserstoff- 
ionenkonzentration eine bedeutsame Rolle bei der Eignung der jeweiligen 
organischen Saure als Stickstoffquelle zukommt. Diese Frage wird 
noch einmal im Zusammenhang zu besprechen sein. 

Auch bei den Versuchen der Tabellen XV und XVI haben die 
Mischungen besser gewirkt als den Einzelkomponenten entsprechen 
wiirde. Im Falle der Tabelle XIV ware die bessere Wirkung der Mischung 
dadurch zu erklaren, da8 bei alleinigem Zusatz von Ammoniumacetat 
der pu-Wert zu ungiinstig ist (5,7), bei der weniger sauren Mischung 
also 1/, des Ammoniumacetats voll hatte zur Wirkung kommen kénnen. 
Doch kann diese Erklarung nicht ganz befriedigen, da der EiweiBwert 
— der Mischung zu hoch ist. Es wiirde namlich auf 1/, der Essigsaure dann 
2,5mg HiweiB-N entfallen (Endwert nach 6 Tagen, geteilt durch 3, 
unter der Annahme, da bei geringerer Konzentration die Verarbeitung 
bereits nach 2 Tagen quantitativ erfolgt sei), auf die beiden anderen 
Sauren aber 0,58 bzw. 0,89, zusammen demnach 4,47 mg (nach 2 Tagen), 
1,18 bzw. 2,04, zusammen 5,72 (nach 4 Tagen) und 1,78 bzw. 2,5, zu- 
sammen 6,78 (nach 6 Tagen), was immerhin noch unter den tatsdchlichen 
gefundenen Werten liegt. Da aber der pu-Wert der Mischung etwas 
tiefer liegt als der der Einzelsalze Ammoniumglyoxalat und -phosphat, 
so ware fiir diese eher noch weniger zu erwarten gewesen. Klarer liegen 
die Dinge bei der Tabelle XV mit einheitlichem Ausgangs-py. Hier 
- wiirden sich folgende Zahlen ergeben: 


} 2 Tage | 4 Tage | 6 Tage 

Mischung gefunden .............. ee. 1 () 5,69 7,18 

Summe der Einzelanteile ......... 2,10 4,09 5,27 
(2,70) (4,17) 


wobei an den Erntetagen 1/; der Werte der jeweiligen Einzelsalze ein- 
gesetzt sind. Die Zahlen liegen in der Mischung also tatsdchlich héher 
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als sie nach der Wirkung der Einzelsalze zu erwarten wiren. Die Zahlen 
in () bedeuten die Werte, die gewonnen werden, wenn fiir das Am-_ 
moniumacetat an allen Tagen der Hiéchstwert nach 6 Tagen eingeset7t 7 
wurde, wie in dem ersterwahnten obigen Beispiel. : 


Diese Beobachtung scheint uns recht bemerkenswert zu sein, 
Einmal geht daraus hervor, daB die schadliche Wirkung der einzelnen 
Stoffe sich nicht etwa summiert, sonst hatte die Mischung keinen 
erheblich besseren Wert ergeben kénnen als im Héchstfalle eine einzelne 
Komponente bei voller Konzentration (5,25 mg EiweiB-N bei Mischung 
gegen 2,66 mg bei Ammoniumphosphat in Tabelle XIV). Man mu8 
demnach annehmen, da jeder Stoff eine besondere, von der der anderen 
unabhangige Wirkung entfaltet oder aber ein Stoff die Wirkung eines 
anderen antagonistisch beeinfluBt. Falls keine antagonistische Wirkung 
anzunehmen wire, so wiirde die einfachste Erklairung die sein, daB die 
Herabsetzung der Konzentration jeder Komponente in der Mischung 
die Ursache der besseren Wirkung der Mischung ist. In der Tat ist auch 
in Tabelle XVII bei Ammoniumnitrat, -chlorid und -sulfat keine bessere 
Wirkung der Mischung zu beobachten, weil dort offenbar die Konzen- 
tration der Wasserstoffionen, die bei diesen Saéuren natiirlich einheitlich 
ist, die herrschende Rolle spielt. Hier jedenfalls scheint also ein anta- 
gonistischer Faktor zuriickzutreten. 


Sodann aber liegt es nahe, auf die bekannte Tatsache hinzuweisen, 
daB vielfach ein Gemisch von Aminosiuren eine erheblich bessere 
Wirkung entfaltet als eine einzelne Aminosiiure. Auch diese Wirkung 
kénnte sich zwanglos einfach durch Herabsetzung der schidlichen 
Konzentration der Aminosiuren im Gemisch erkliren, ohne da man 
zur Erklarung seine Zuflucht zur Annahme der Notwendigkeit beson- 
derer Bausteine nehmen miiBte. Im Falle der Tabelle XIV liegen die 
Dinge wohl klar: Die Wirkung von Ammoniumacetat und Ammonium- 
phosphat kann woh! nicht so aufgefaBt werden, da8 beide Komponenten 
als Bausteine notig sind, da ja der Kohlenstoffbedarf aus Zucker gedeckt 
werden kann und Phosphorsiure sowieso in der Naihrlésung vorhanden 
ist. Hinsichtlich der Aminosiuren steht uns noch ein Versuch zur Ver- 
fiigung, der fiir Glykokoll und Alanin die gleiche Erscheinung zeigt: 

0,2 oa Glyicokolle jean: minke 12,46 mg EiweiB-N nach 2 Tagen 
0,254 Alahisy eonteat>apeengee de 2,95 ,, s jon Siete 
0,1% Glykokoll +0,1% Alanin 14,91 ,, fe ee 


Nahrlésung usw. sonst wie in Tabelle I. 


Auch hier hat die Mischung erheblich besser gewirkt, vor allem, 
wenn man mit dem Alanin vergleicht. Selbstverstandlich soll damit 
nicht gesagt sein, da nicht der eine oder andere Organismus eine 
bestimmte Aminosiure brauchte. Aber die geschilderte eine 
wire bei Mischungen zunachst besonders zu beachten. 
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Die Wirkung anorganischer Stickstoffquellen zeigt Tabelle XVII 


- in zwei zu verschiedenen Zeiten angesetzten Versuchen. Nitrat wird 


~ demnach so gut wie nicht verwertet, das gebildete Eiwei8 kann ungefahr 
aus dem Agar allein stammen (S. 285), die Ammoniaksalze wirken an- 
nahernd gleich gut; ihre Wirkung bleibt aber weit hinter der des Glyko- 
kolls zuriick, auch nach 6tagiger Kulturdauer. Offenbar hemmt hier 
schlieBlich die saure Reaktion auch bei dem Ammoniuminitrat, dessen 
NH,-Anteil lediglich zur Wirkung kommt, wie man aus Versuch 2 
ersieht, bei dem der NH,-Anteil entsprechend 0,1 °% Glykokoll gegeben 
wurde, wahrend bei Versuch 1 die gesamte Menge des Stickstoffs im 
Ammoniumnitrat gerechnet wurde. Wiirde der Nitratrest verbraucht, 
so kénnte die Konzentration der Wasserstoffionen natiirlich auch nicht 
-in dem beobachteten MaBe steigen. Die Mischung, die in Versuch 2 
_hinzugenommen wurde, hatte keine bessere Wirkung als die jeweiligen 
Einzelsalze (vgl. vorige Seite). 
Tabelle XVII. 
Anorganische Stickstoffquellen fiir B. glycinophilus. 


Versuch 1. 
mg HiweiB-N je Kolben nach Tagen 
“N- Quelle 
j 2 4 6 
China eal coll MOL AERO an modo 7,49 Ts 7,85 
PARNTNONIUMBUIAL 15. wes... 0 so 5 2,37 8,32 4,39 
FAMIMOMINMMtTAt Js... .08es sso 1,66 4,18 4,54 
SAULT EVAL ee ea oe elo ahwaes ste Cras 0,36 0,34 0,58 
Versuch 2. 
N-Quelle a Sp eee pu-Wert nach Tagen 
3 6 3 6 
a) Glykokoll 0,1%... test v.02 6,0 6,0 
b) Ammoniumnitrat .. 8,53 4,75 5,5 5,45 
c) Ammoniumsulfat .. Omi 4,25 5,8 4,5 
d) Ammoniumchlorid . 2,44 4,32 5,2 5,35 
e) Mischung b—d.... B01 4,54 5,7 5,4 


Nahrlésung usw. wie in Tabelle I. 


Endlich fiihren wir noch den Versuch der Tabelle XVIII an bei 
zwei verschiedenen Phosphatpufferungen (6,8 bzw. 6,4). Man sieht, 
da8 nunmehr das Ammoniumacetat eine gerade so gute Wirkung hatte 
wie das Glykokoll, was schon aus Tabelle XVI zu ersehen war. Hier ist 
aber noch deutlicher, da8 nunmehr auch die zeitliche Hemmung bei der 
Verarbeitung von Ammoniumacetat verschwunden ist, wie sie in 
Tabelle XIV, Versuch 2, hervortrat, bei der weniger sauren Pufferung 
verschwunden ist, wihrend sie bei der saureren Pufferung noch nach 
4 Tagen in voller Hohe bestand, wie bei dem erwahnten obigen Versuch. 
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Tabelle XVIII. Stickstoffquellen fiir B. glycinophilus bei ver-— 


schiedener Pufferung. 


wolbN 

Aus- re wrotben pu-Wert 

Pufferung gangs- N- Quelle nach Tagen nach Tagen 

ss } 2 4 2 4 

1. Glykokoll 0,1% 7,85 | 8,14 || 6,05 | 6,0 

KH, POJ/K,HPO,| 64) ) 2. Ammoniumsulfat || 2,66 | 3,67 || 5,85 | 5,4 

= 0,4/0,2 =) | 3, Ammoniumacetat || 0,29 | 0,51 | 5,75 | 5,8 

4, Mischung 2—3 5,47 | 7,63 6,0 5,7 

1. Glykokoll 0,1 % 7,85 | 8,07 || 6,3 | 6,3 

KH, PO,/K, HPO, 6.8 2. Ammoniumsulfat || 5,11 | 7,20 || 6,3 | 6,3 
= 0,2/0,4 ; 3. Ammoniumacetat || 7,92 | 8,14 6,3 6,1 

4. Mischung 2—3 7,63 | 7,85 6,2 6,0 


Nahrlésung usw. wie in Tabelle XVII. 


Beachtenswert ist noch die gute Wirkung der Mischung von Am- 
moniumsulfat und Ammoniumacetat bei der stirker sauren Reaktion, 
die die Wirkung der beiden Einzelsalze weit iibertrifft ; die Ursache wird 
man in der Senkung der Konzentration und der Zunahme des px-Wertes 
sehen kénnen, wie oben angefiihrt wurde. 


Massenziichtung im Liiftungsgefa8. 


Es interessierte noch die Frage, welche Mengen von Bakterienei- 
weiB im Liiftungsversuch, wie bei Hefeziichtung, gebildet werden kénnen. 
Wir verwendeten das von Kluyver angegebene LiftungsgefaB von 
1000 ccm Inhalt, das mit 500 cem der normalen Nahrlésung (etwa 2 % 
Glucose und 0,2% Glykokoll) beschickt wurde. Von den 4 Gefif en 
erhielten je zwei keinen, die beiden anderen den iiblichen Agarzusatz 
von 0,1%. Die jeweiligen beiden GefaSe wurden nach 4 und 6 Tagen 
geerntet. Tabelle XIX zeigt das Ergebnis. Absolut ist die gebildete 
Zellmasse gering; denn die vorhandene Menge an Glykokollstickstoff 


wiirde zur Bildung von 233 mg Eiweif ausreichen, gegen 72,12 im er-. 


Tabelle XIX. 
Massenziichtung von B. glycinophilus im Liiftungsversuch. 


Ohne Agar Mit Agar 


4 Tage | 6 Tage 4 Tage 6 Tage 
Zuckerverbrauch mg/100 com ............. 64 108 100 140 
Gebildetes EiweiB mg/100 com ........... 21,62 54,00 || 45,62 | 72,12 
Trockensubstanz mgj100 com ............. 52,4 | 105,8 ||/nicht bestimmt * 
KiweiB in % der Trockensubstanz ........ 41,3 51,0 an 3 
KiweiBkooftiziontw:..rrat is mentee ote oeineree 33,8 50,0 45,6 | 51,5 
Okonomischer Koeffizient ................ 81,9 98,0 || nicht bestimmt 


* Wegen des Agarzusatzes nicht bestimmbar. 


Eiwei8bildung durch Bakterien. V. 307 


zielten Héchstfalle. Dementsprechend ist auch der Zuckerverbrauch 
gering, im Héchstfalle 140mg von 2000 mg vorhandenem Zucker. 
Das riihrt zweifellos teilweise daher, da wir nicht bei der optimalen 
Temperatur von 37° ziichten konnten, sondern bei 28 bis 30° arbeiten 
muBten. 

Davon abgesehen ergeben sich auBerordentlich hohe Eiwei8- 
koeffizienten, im geringsten Falle 33,8, im iibrigen annahernd 50. Der 
dkonomische Koeffizient, der nur in den Kulturen ohne Agar bestimmt 
werden konnte, ist entsprechend ebenfalls hoch und erreicht nach. 
6 Tagen den Wert 100. Das ist, neben dem sparsamen Zuckerverbrauch, 
nur moglich dadurch, da offenbar der Kohlenstoff des Glykokolls weit- 
gehend verarbeitet wurde, wie wir das schon friiher feststellten (Rippel 
und Nabel). Bemerkenswert ist noch, daB Eiweif%- und ékonomischer 
Koeffizient mit dem Alter der Kultur steigen. Das kann wohl nur so 
gedeutet werden, da zunadchst eine Desaminierung des Glykokolls 
erfolgt und danach erst die starkere Verarbeitung einsetzt. Der Zusatz 
von Agar beschleunigte, wie man sieht, alle diese Vorginge. 

Wenn auch dieser Versuch nur orientierend zu werten ist, so zeigt 
er doch, daB auch bei Bakterien eine Massenziichtung durchaus aus- 
sichtsreich, d. h. 6konomisch, erfolgen kann. Doch ist im vorliegenden 
Falle die je Volumeneinheit erzielbare Bakterienmasse sehr gering, da, 
wie gezeigt, nur sehr geringe Zuckermengen verbraucht werden, 
welcher Vorgang natiirlich von der Okonomie des Umsatzes unab- 
hangig ist. 

Riickblick. 


Die wesentlichsten Beobachtungen wurden im einzelnen bei der 
Darstellung der Einzelergebnisse bereits besprochen. Es bleibt noch 
iibrig, kurz einen Vergleich zwischen den Befunden bei der Kohlenstoff- 
und Stickstoffernahrung zu ziehen. 

Was zunachst die organischen Sauren betrifft, so zeigt sich in 
gleicher Weise bei ihrer Darbietung einerseits als alleinige Kohlenstoff- 
quelle und andererseits als Ammoniaksalz zur Stickstoffernahrung in 
Gegenwart von Zucker als Kohlenstoffquelle eine bessere Wirkung bei 
weniger saurer bzw. schwach alkalischer Reaktion: So bei der Essig- 
siure in Tabelle VII und bei der Milchsdéure in Tabelle XIII und ins- 
besondere in Tabelle XVI, wo die Wirkung des Ammoniaksalzes fast 
an die des Ammoniumacetats herankommt. Diese Saéuren tiben demnach 
eine unmittelbar hemmende Wirkung aus, die jenseits ihrer Verarbeit- 
parkeit oder Nichtverarbeitbarkeit liegt. Wir haben oben S8. 294 die 
Wirkung des ganzen Molekiils dafiir verantwortlich gemacht. 

Es ist weiter zu bemerken, daB die Ertragswerte der Ammoniak- 
salze organischer Saéuren in Gegenwart von Zucker hdher sind als bei 
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alleiniger Darbietung der Saure als Kohlenstoffquelle neben ihrem Am- 
moniaksalz als Stickstoffquelle. Wir verweisen z. B. auf die Oxalsdure 
(Tabelle IV und XV) und besonders die Glyoxylsiure (Tabelle IV 
und XV), in diesem Falle scgar bei giinstigerem pu-Wert in Tabelle IV. 
‘Es diirfte wohl klar sein, daB diese Erscheinung teilweise darauf zuriick- 
zufiihren ist, da& die Konzentration der Saéure geringer ist, wenn sie 
nur als Ammoniaksalz zur Stickstoffernahrung neben Zucker gegeben 
wird. Denn im Falle der Milchsaure war in Tabelle VIII 0,5 % gegeben, 
wihrend Ammoniumlactat in Gegenwart von Zucker (entsprechend 


0,1% Glykokoll) nur etwa 1/4 bis 1/; dieser Konzentration ausmachte. — 


Infolge der ,,Giftigkeit‘‘ h¢herer Konzentrationen, die schon bei 1% 
Glucose in Erscheinung treten kann, noch mehr aber bei organischen 
Sauren, wie die bessere Wirkung dieser Saiuren in Mischungen zeigt, 
wenn sie als N-Quellen gegeben werden (S. 303), wird man also einen 
dem Zucker vergleichbaren Ertragswert nur bei so niedrigen Konzen- 
trationen erwarten diirfen, die im allgemeinen nicht mehr zu den maximal 
erzielbaren Ertrigen ausreichen. Tabelle XVI zeigt, daB dies jedoch 
in gewissen Fallen, wie bei der stark ,,hemmenden‘ bzw. ,,unbrauch- 
baren‘‘ Milchsaure, der Fall sein kann, in diesem Falle also bei geniigender 
Senkung der Konzentration der Wasserstoffionen. 

Die Frage der Eignung einer organischen Saéure als Kohlenstoff- 
quelle ist also weitgehend eine Frage der Wirkung der Konzentration 
dieses Stoffes, was, abgesehen von der Bedeutung der Konzentration 
der Wasserstoffionen, viel staérker beachtet werden miiBte als das im 
allgemeinen geschieht. Von einer solchen __,,innerphysiologischen‘ 
Wirkung der Konzentration verschieden wire offenbar eine Konzen- 
trationswirkung, die in mehr éuBerlichem Sinne dadurch zustande 
kommen kénnte, da bei steigender Konzentration der als Alkali ge- 
botenen Saure eine immer mehr steigende Alkalisierung des Mediums 
und daraus erfolgende Hemmung zu erwarten ware Fiir den in Ta- 
belle VI angefiihrten Fall der Essigsiure gilt das jedenfalls nicht: Denn 
bei 5% Natriumacetat erfolgte keine Verarbeitung mehr, was aber hier, 
wie die pu-Werte zeigen, nichts mit einer Alkalisierung zu tun hat Wie 
weit dieser Faktor zur innerphysiologischen Wirkung der Konzentration 
hinzukommt, ware im einzelnen noch naher zu ermitteln. 

Was die gepriiften Aminosiuren betrifft, so zeigt sich bei dem am 
schlechtesten verwertbaren Leucin ebenfalls eine erheblich bessere 
Wirkung bei weniger saurer Reaktion (Tabelle XIII). Man kann daraus 
wohl den Schlu8 ziehen, da die hemmende Wirkung der Aminosiuren, 
soweit sie bei hsherer Konzentration hervortritt (Tabellen IX und XT) 


oder soweit es sich um schlecht bzw. nicht verwertbare Aminosauren 


handelt, auf die Entstehung saurer Abbauprodukte zuriickzufiihren ist, 
deren Natur im einzelnen noch festzustellen wire. Damit steht die 
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oben S. 291 ff. festgestellte Tatsache in Einklang, daB die Desami- 
nierung der Aminosaure der Verarbeitung des Stickstoffs weit vorauseilt. 

So ergibt sich hinsichtlich der Stickstoffernahrung ein sehr ein- 
heitliches, zu dem der Kohlenstoffernahrung passendes Bild. Es sei 
aber nochmals darauf hingewiesen, da8 diese ,,Saurewirkung“ nicht 
unmittelbar eine Wirkung der Wasserstoffionen darstellt, sondern 
offenbar des ganzen Sauremolekiils, dessen Wirkung, wie ebenfalls 
bereits ausgefiihrt wurde (S. 304), fiir jede Saéure verschieden ist, da 
sich die ,,Giftwirkungen“ keineswegs summieren. Fiir die Ammoniak- 
salze der starken organischen Sauren ergab sich hingegen offenbar eine 
reine Wirkung der frei werdenden Wasserstoffionen, daher eine einheit- 


_liche Wirkung. 


Ob die schaidliche Wirkung héherer Konzentrationen von Zucker, 
wie Glucose, ebenfalls durch Saurewirkung erklart werden kann, ist 
nicht ohne weiteres zu sagen. Jedenfalls werden organische Séuren 
nicht in groBem Umfange aus Zucker gebildet, wie der Verlauf der 
pu-Werte z. B. in Tabelle VIII zeigt. Es miiBte sich also um eine in 
geringer Menge wirksame Saure handeln oder um ein anderes Produkt 
des Intermediarstoffwechsels, das die Hemmung verursacht. Denn 
wie oben S. 287 ausgefiihrt wird, kénnen wir unsere friithere Ansicht 
iiber die Ablenkung von der Desaminierung des Glykokolls nicht mehr, 
wenigstens nicht mehr in vollem Umfange, aufrechterhalten. Natiirlich 
ist auch méglich, daB eine Konzentrationswirkung unmittelbarer Art, 
also nicht tiber den Abbau, ausgetibt wird. 


Was fiir die Glucose gilt, gilt auch fiir die anderen gepriiften Kohlen- 
stoffquellen, z. B. fiir die Lavulose. Hier liegen die Verhaltnisse offenbar 
ahnlich wie bei den organischen Sauren, insofern als nach Tabelle IT 
auch hier die Wirkung der schlechteren Kohlenstoffquelle sich bei 
geringerer Konzentration der der besseren angleicht. Hs bleibt aber 

-auch hier zunachst unklar, ob die hemmende Wirkung der héheren 
Konzentration eine unmittelbare ist oder die Wirkung eines Intermediar- 
produktes. Fiir diese letztgenannte Méglichkeit spricht indessen die 
Tatsache, daB von der schaédlichen Zuckerkonzentration eine gewisse 
Menge verarbeitet wird; ihre Konzentration wird also gesenkt, und. es 
wiirde so die Méglichkeit zu einer weiteren Verarbeitung geschaffen. Die 
gleiche Betrachtung wiirde iibrigens auch fiir die Glucose gelten und 
ebenso fiir die organischen Sauren (vgl. z. B. Tabelle V) und Amino- 
siuren. Ein allgemein giiltiger Schlu8 1aBt sich jedenfalls aus unseren 
Versuchen noch nicht ziehen. 

SchlieBlich sei hier noch auf eine Folgerung hingewiesen, die sich aus 
unseren Versuchen fiir die Bakteriensystematik ergibt. Es ist durchaus 


problematisch, wie weit physiologische Higenschaft zur systematischen 
Unterscheidung von Bakterien herangezogen werden diirfen (vgl. Riuppel 
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und Pietschmann). Unsere Versuche zeigen das weiter sehr deutlich. Die 
Verarbeitung von organischen Sauren, Aminoséuren, Zuckern und sonstigen 
Kohlenstoffquellen hangt so stark von der Konzentration des Stoffes, von 
der Konzentration der Wasserstoffionen und sonstigen (hier nicht gepriiften) 
Bedingungen ab, da® eine systematische Verwertbarkeit auBerst fraglich 
erscheint; dazu kommt noch die Veranderlichkeit gewisser Eigenschaften. 
Obwohl diese Dinge wiederholt ausgesprochen wurden, werden sie vielfach 
doch nicht geniigend beachtet. Und unsere Versuche haben weiterhin noch 
gezeigt, daB die Unterschiede oft nur quantitativer Natur sind. Es ist aber 
oft nicht méglich, qualitativ die bessere oder schlechtere Eignung einer 
Kohlenstoffquelle abzuschatzen. Es wird also erwiinscht sein, kiinftighin 
mehr quantitative Versuche durchzufiihren als das bisher iiblich war, gerade 
bei Versuchen mit Bakterien. 


Zusammenfassung. 


B. glycinophilus vermag bei Glykokoll als Stickstoffquelle und 
einer Hexose als C-Quelle nur aus Glucose kraftig EiweiB zu bilden. 
Lavulose, Mannose und Galactose sind schlecht geeignet, ebenso Xylose 
und Arabinose. Rohrzucker und Maltose werden ebenfalls gut, Lactose 
schlecht verarbeitet. Gute Kohlenstoffquellen sind auch Glycerin, 
Mannit und Athylalkohol. Rohrzucker wird indessen nicht besser 
verarbeitet als den Anteilen der beiden Hexosen entspricht. 

Von organischen Sauren als einziger Kohlenstoffquelle wird Essig- 
sdure in 0,5 %iger Konzentration weitaus am besten verwertet, noch bis 
in den schwach sauren Bereich, wihrend Buttersaure nur bei schwach 
alkalischer Reaktion, dann aber gut, verwertet wird. Schlecht geeignet 
sind Ameisen-, Apfel-, Bernstein-, Glycol-, Milch-, Oxal- und Wein- 
siure, so gut wie ungeeignet Citronen- und Glyoxylsiure, auch bei 
schwach alkalischer Reaktion. 

Hinsichtlich der Stickstoffernihrung ergibt sich bei den Ammoniak- 
salzen organischer Sauren ein aihnliches Bild, nur ist die Eignung etwas 
besser als den Verhaltnissen bei Darbietung der Sauren als einziger 
Kohlenstoffquelle entspricht. Aber nur Ammoniumacetat kam restlos 
zur Wirkung. 

Harnstoff und Nitrat werden nicht verwertet. 

Alanin ist eine etwas schlechtere Stickstoffquelle als Glykokoll, 
Leucin wirkt erheblich schlechter; doch steigt die Wirkung mit ab- 
nehmender Konzentration der Wasserstoffionen, wohl infolge ver- 
minderter Wirkung saurer Abbauprodukte. Auch bei schlechter Wirkung 
wird Leucin von den lebenden Zellen desaminiert, so da die Verarbeitung 
der Aminosiuren wohl iiber die Desaminierung geht. 

In anteilmaiBigen Mischungen werden Ammoniaksalze besser ver- 
wertet als nach der Wirkung der Einzelsalze zu erwarten ist ; ein gleiches 
ist der Fall fiir Glykokoll und Alanin. Hierbei diirfte die Verringerung 
der Einzelbestandteile der Mischung, also ihre Konzentrationssenkung, 
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die wesentlichste Ursache sein. Auf die Folgerung fiir die Frage der 
besseren Eignung von Aminoséuren in Mischung, wird hingewiesen. 

B. glycinophilus \aBt sich in gréBeren LiiftungsgefaiBen bei auBer- 
ordentlich hohem 6konomischem Koeffizienten ziichten. 

Es wird darauf hingewiesen, daB, mehr als bisher tiblich war, quanti- 
tative und bei verschiedener Konzentration der C- Quelle durchgefiihrte 
Versuche die Eignung oder Nichteignung einer Kohlenstoffquelle 
erweisen miissen. 


Dem ,,Forschungsdienst‘‘ sei fiir die Bereitstellung von Mitteln 
zur Durchfiihrung unserer Arbeiten bestens gedankt. 
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(Aus der Biologischen Abteilung des Institutes fiir Biochemie und Nahrungs- 
mittelchemie der deutschen technischen Hochschule in Prag.) 


Weitere Beitriige iiber Verbreitung und Leben 
mikroskopischer Bodenpilze. 
Von 
A. Niethammer. 


Mit 4 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 13, August 1941.) 


1. Begriindung der Untersuchungen sowie Arbeitsgang. 


Friihere Arbeiten hatten bereits auf die Fiille von Pilzformen im 
Erdreich hingewiesen [Niethammer (1)]. Studien und Beobachtungen in 
pflanzengeographischer Hinsicht zeigen, daB man nur durch viele Unter- 
suchungen in den mannigfachsten Gebieten zu einem abgeschlossenen 
Bild kommen kann. Viele der gelegentlich isolierten Pilzformen sind 
noch wenig bekannt; ihre Entwicklungsart, Variationsbreite, ihre 
Leistungen und besondere Kigentiimlichkeiten sind zu verfolgen. 


Unsere Aufgabe hier ist es, tiber die mikroskopischen Bodenpilze 
verschiedener Gebiete des groBdeutschen Raumes zu berichten und 
deren Lebensbedingungen zu erforschen. Gelegentlich wird auch im 
AnschluB an friihere Beobachtungen | Niethammer (2)] die mikroskopische 
Pilzflora von Friichten sowie Samen der Pflanzen, welche der unter- 
suchte Boden trigt, gepriift. 


Die Bodenproben wurden mit Hilfe eines Pflanzenstechers etwa 5 cm 
tief aus dem Erdreich entnommen und sofort in sterile Glasréhrchen tiber- 
fiihrt. Bei der Uberpriifung von Gerédllen und Gesteinen konnte nicht so 
tief gegangen werden. Jeweils 2 g der zu untersuchenden Erdprobe wurden 
mit 20 ccm sterilen Wassers aufgenommen und davon einige Tropfen auf die 
Nahrmedien gebracht. Die Rohkulturen wurden auf Bierwiirze-Agarplatten 
bei einer Temperatur von 20 bis 22° gewonnen. Zur Bereitung dieses Nahr- 
bodens diente Bierwiirze von 4° Balling mit einem 2%igen Zusatz von 
Agar-Agar. Zur Reinzucht und Beobachtung gehéren besondere Nahr- 
medien, fiir deren Auswahl die Gattung oder Art des Pilzes maBgebend ist. 
Aus diesem Grunde ist die Zusammensetzung der Nahrmedien bei der Be- 
schreibung der Gattungen angefiihrt. Die Proben warden in den Jahren 
1939, 1940 und 1941 jeweils in den Monaten April bis Juli gezogen. 


2. Angabe der Fundstellen und Zusammenstellung der Pilzgruppen. 


Die Pilzarten werden hier summarisch aufgezihlt; die genaue 
Bezeichnung mit dem Autorennamen sowie nihere Behandlung erfolgt 
in dem anschlieBenden dritten Abschnitt. 


‘Spee 
7° ™’ 
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Mehrere Untersuchungen wurden im Gebiete von Maria-Zell in der 
nordéstlichen Steiermark durchgefiihrt. Im Anschlu8 an unsere Studien 
weisen wir auf die Arbeit Szilvinyis hin, die das benachbarte Gebiet 
von Lunz zum Gegenstand hat. 


Unkultivierte Gebiete. 


1. Kalkgerélle, Kalkgru8, Kalksand in den Oetschergraben: Mucor 
hiemalis, Penicillium expansum, Penicillium elegans, Trichoderma Koningi, 
Macrosporium commune, Verticillium chlamydosporum, Cladosporium her- 
barum, Fusarium solani. 2. Kalkgestein, Kalkgru8, Kalksand unweit Guf- 
werk: Mucor hiemalis, Aspergillus glaucus, Penicillium notatum, Penicillium 
bicolor, Dematium pullulans. 3. Eisenhaltige, rote Erde iiber Kalkgestein; 
Oetschergraben: Penicillium glabrum, Penicillium expansum, Cladosporium 
herbarum, Dematium pullulans. 4. Hisenhaltige Erde Biirgeralm: P. ex- 
pansum, P. luteum, Trichoderma Koningi, Fusarium solani. 5. Hisenhaltige 
rote Erde tiber Kalkgestein, Gnadenwald: Penicillium expansum, Clado- 
sporium herbarum, Dematium pullulans, Trichoderma Keoningi, Fusarium 
orthoceras. 6. Erde unter Moospolstern in der Salzaklamm: Mucor silvaticus, 
Penicillium purpurogenum, Trichoderma Koningi, Dematium pullulans, 
Fusarvum oxysporum. 7. Boden unter einem dichten Bestande von Geranium , 
sanguineum: Penicilliam notatum, Penicillium expansum, Penicillium 
luteum, Trichoderma Koningi, Verticilliwm chlamydosporum, Alternaria 
tenuis, Dematium pullulans, Arthrobotrys arthrobotryoides. Von dem gleichen 
Standorte wurden nicht véllg ausgereifte Friichte mitgenommen. An den 
unter sterilen Bedingungen isolierten Samen ist Arthrobotrys arthrobotryoides 
sowie Alternaria tenwis zu erkennen. 8. Erdreich unter Stauden von Heidel- 
beeren: Arthrobotrys arthrobotrycides, Penicillium luteum, Botrytis cinerea, 
Cladosporium herbarum, Fusarium orthoceras. Arthrobotrys arthrobotryoides 
sowie Botrytis cinerea wurden auch an der Frucht steril entnommenen 
Samens erkannt, ebenso entwickelten sich die beiden Pilze aus dem Saft 
der Friichte. 


Weidefldchen. 


' 9, Koékensattel, sehr abgelegen, wenig von Menschen betreten: Pent- 
cillium bicolor, Penicillium notatum, Trichoderma Koningi, Dematium 
pullulans, Arthrobotrys athrobotryoides, Torula pulcherrima, Fusarvum 
scirpi. 10. Birgeralm, 900 bis 1000 m Héhe: Mucor hiemalis, Penicillium 
commune, Penicillium luteum, Penicillium glaber, Dematium pullulans, 
Cladosporium herbarum, Fusarium orthoceras, 11. Weide- bzw. Wiesen- 
flachen unweit der Salza: Mucor hiemalis, Penicillium glabrum, Penicillium 
notatum, Cladosporium herbarum, Dematium pullulans, Fusarium orthoceras. 
12. Weideland iiber roter Erde, Gemeindealm, etwa 1400 m Hohe: Zy- 
gorhynchus Moelleri, Penicillium luteum, Penicillium expansum, Verticullium 
chlamydosporum, Dematium pullulans, Cladosporium herbarum, Fusarium 
orthoceras, Fusarium scirpi acuminatum. 


Geholz- bzw. Waldbestand. 


13. Erdreich unter HaselnuBhecken: Mucor racemosus, Aspergillus 
glaucus, Penicillium expansum, Penicillium bicolor, Botrytis cinerea, Dema- 
tium pullulans, Cladosporium herbarum, Alternaria tenuis, Trichoderma 
Koningi, Verticillium ruberrinum, Arthrobotrys arthrobotr yoides, Fusarvum 
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solani. Den Friichten der HaselnuBstauden dieses Standortes werden 
unter sterilen Bedingungen die Kerne entnommen. Cladosporium herbarum, 
Botrytis cinerea sowie Arthrobotrys arthrobotryoides werden erkannt. 
Niisse, die wir in Tetschen-Liebwerd sammelten, wiesen den gleichen 
Pilzbefall auf. 14. Fichten auf dem Abhange der Biirgeralm: Trichoderma 
Koningi, Torula pulcherrima, Mucor hiemalis. 


Ackerflachen. 


15. Kartoffelfeld: Mucor hiemalis, Penicillium suaveolens, Penicillium 
luteum, Penicillium elegans, Penicillium purpurogenum, Aspergillus glaucus, 
Dematium pullulans, Torula pulcherrima, Cladosporium herbarum, Sco- 
pulariopsis brevicaule, Trichoderma Koningi, Fusarium solani var. Martii. 
16. Roggenfeld: Penicillium expansum, Penicillium notatum, Penicillium 
luteum, Aspergillus glaucus, Dematium pullulans, Cladosporium herbarum. 
Fusarium orthoceras. Cladosporium herbarum sowie Dematium pullulans 
bilden auf den Spelzen der Ahren schwarze Uberziige. 17. Haferfeld: 
Penicillium luteum, Cladosporium herbarum, Dematium pullulans, Fusarium 
oxysporum, Trichoderma Koningi. Die beiden erwahnten Schwarzepilze 
bilden auf den Spelzen der Bestandspflanzen dunkle Flecke. 

Von einem groBen Ackerschlage, der mit Luzerne bestanden war, 
schickte uns die Gutsverwaltung des Limburger-Hofes in der Rheinpfalz 
mehrere Erdproben. Das Stiick war vor einigen Jahren mit Schwefelbliite 
behandelt worden und es interessierte die Zusammensetzung der mikro- 
skopischen Pilze. 

1. Schlag: Mucor racemosus, Penicillium luteum, Penicillium notatum, 
Trichoderma Koningi, Alternaria tenuis, Fusarium orthoceras, Fusarium 
bulbigenum. Daneben sind groBe Mengen von Bacillus subtilis zu erwaihnen. 
2. Schlag: Mucor hiemalis, Penicillium expansum, Penicillium luteum, 
Oladosporium herbarum. Auffallend starke Mengen an Bacillus subtilis. 
3. Schlag: Mucor racemosus, Penicillium notatum, Penicillium bicolor, 
Botrytis cinerea, mit sehr vielen, groBen, sterilen Sklerotien, Dematiwm 
pullulans, Trichoderma Koningi, Fusarium dimerum,. 4. Schlag: Mucor 
hiemalis, Penicillium notatum, Fusarium orthoceras. 5. Schlag: Penicillium 
notatum, Penicillium luteum, Trichoderma Koningi, Dematium pullulans, 
Fusarium dimerum. 6. Schlag: Penicillium notatum, Penicillium luteum, 
Dematium pullulans, Fusarium orthoceras. Sehr viel Actinomyces odorifer 
und Bacillus subtilis, die aber in der Rohkultur stets streng gesondert 
von den Pilzen wachsen. 7. Schlag: Penicillium expansum, Penicillium 
notatum, Dematium pullulans, Trichoderma Koningi, Fusarium sporotri- 
chioides, sehr viel Actinomyces odorifer. 8. Schlag: Mucor silvaticus, Mucor 
racemosus, Penicillium expansum, Penicillium bicolor, Dematium pullulans 
(drigula), Trichoderma Koningi, Fusarium bulbigenum. Viel Bacterium 
vulgare, Bacillus subtilis und Kokken. 


Das Untersuchungsergebnis zeigt in diesen Schligen eine sehr reiche 
Mikroflora. 


In landwirtschaftlich kultiviertem Gebiete bei Oschatz in ‘Sachsen 
wurden einige Proben gezogen. 


e 
1, Kartoffelfeld: Zygorhynchus Moelleri. Penicillium lutewm, Dematium 
pullulans, Trichoderma Koningi, Fusarium solani var. Marti’, 2. Gersten- 
feld: Penicillium bicolor, Trichoderma Koningi, Fusarium bulbigenum., 
3. Roggenfeld: Mucor racemosus, Trichoderma Koningi, Fusarium solani. 
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4. Weideflache: Penicillium bicolor, Trichoderma Koningi, Fusarium solani 
var. Martir. 

Eine Probe wurde unweit Dresden am Elbeufer gezogen: Zygorhynchus 
Moelleri, Penicillium notatum, Fusarium orthoceras. Im Elbetal unweit 
Tetschen wurden unter Obstbéumen zwei Proben gezogen. 

om 1. Erdreich unter Apfelbéumen: Penicillium purpurogenum, Peni- 
cullium glabrum, Penicillium expansum, Dematium pullulans. Die gleichen 
Pilze wurden in Friichten, die diesem Standort entnommen wurden, gefunden. 
2. Erdreich unter Birnenbéumen: Penicillium expansum, Penicillium 
bicolor, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum, Fusarium oxysporum. 
In dem Kerngehause von Birnen, welche diesem Standort entstammten, 
'fanden wir Penicillium expansum sowie Cladosporium herbarum. Ferner 
sehr viele Hefen, welche im Boden fehlten. 

Im Gebiete von Béhmen wurde das Erdreich verschiedener Waldungen 
geprtft. 

1. Béhmisch Brod, vorwiegend Fichten: Mucor silvaticus, Penicillium 
luteum, Fusarium orthoceras. 2. Popowitz-Kénigshof, Fichtenbestand : Mucor 
luemalis, Penicillium notatum, Fusarium solani. 3. Beraun, Fichten- und 
Birkenbestand: Zygorhynchus Moelleri, Mucor racemosus, Penicillium 
notatum, Penicillium suaveolens, Penicillium bicolor, Aspergillus alaucus, 
Trichoderma Koningt, Dematium pullulans, Fusarium solani, Fusarium 
avenaceum. Ferner ist auf sehr viel Actinomyces odorifer, B. singularis, gelb 
mit einem blauen Rande, sowie Micrococcus candidus Fliigge und B. subtilis 
hinzuweisen. 4. Kladno, Fichtenbestand: Mucor hiemalis, Absidia spinosa, 
Penicillium luteum, Cladosporium herbarum, Trichoderma Koningi, Dematium 
pullulans, Fusarium solani. 5. Bazantice bei Kladno, Fichten und Kiefern: 
Mucor hiemalis, Penicillium bicolor, Trichoderma Koningt, Fusarium di- 
merum. 6. Radeschowitz, Fichten und Tannen: Absidia spinosa, Penicillium 
notatum, Penicillium bicolor, Verticillium chlamydosporum, Trichoderma 
Koningi, Cladosporium herbarum, Dematium pullulans, Fusarium orthoceras, 
Torula pulcherrima. In sehr groBer Menge ist Actinomyces odorifer vor- 
handen. 

Die Zusammenstellung zeigt, da bestimmte Arten von Pilzen 
isoliert wurden, die an den verschiedensten Standorten wiederkehren. 
Man erkennt wieder das Vorhandensein typischer Bodenpilze, welche 
nicht unbedingt mit dem Standort oder der Bestandsflora zusammen- 
hangen. Einige Eigentiimlichkeiten kénnen hier festgehalten werden. 
Vertreter der Gattung Penicilliwm treten gerne in verschiedenen Formen 
miteinander auf; meist ist ein Vertreter der Gruppe Asymmetricum mit 
einem solchen der Gruppe Symmetricum vereinigt. Trichoderma Koningi 
ist ein sehr verbreiterter Bodenpilz. Bei der Verfolgung des Wachstums 
in den Rohkulturen ist manche Besonderheit zu verzeichnen. Die 
Staémme der Gattung Fusarium sind meist innig mit einem Vertreter 
einer anderen Pilzart vereinigt. Die Trennung der beiden Pilze ist 
gewohnlich recht schwierig. Haufig ist hier eine Vergesellschaftung mit 
einem Mucor oder einem Zygorhynchus. Das Fusarium, welche Art 
auch immer, wachst meist in das Substrat hinein. Hier werden breite, 
mit hyalinen oder gelben Oltropfen erfiillte Hyphen gebildet. Mit 
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fortschreitender Kulturdauer dunkeln diese Oleinschliisse sehr stark 
nach. Dariiber entwickelt sich ein teils eingesenktes, zum gréBeren Teil 
aber der Luft zustrebendes Mycel von einem Mucor. Auch der Vertreter 
der Gattung Mucor entwickelt unter diesen Bedingungen reichlich 
Gemmen, Chlamydosporen sowie Riesenzellen, welche alle viele Ol- 
tropfen enthalten (vgl. die nun folgende Beschreibung der Pilze). Unter- 
bleibt eine Vergesellschaftung mit der Gattung Mucor, so ist ein Zu- 
sammenwachsen mit J'richoderma, Penicillium oder Cladosporiwm zu 
verfolgen. Von den Vertretern dieser Pilzgattungen wird das Fusarium 
meist in seinem Wachstum stark zuriickgedrankt. Vertreter der Gattung 
Penicillium verdrangen gerne auch andere Pilzgattungen, so vor allem 
Cladosporium und Dematium. Auf angefeuchteten Cellulosestreifen ist 
diese Erscheinung sehr deutlich zu verfolgen. Trichoderma Koningi 
iiberwuchert mit ihren wolligen Decken sehr gern die anderen Pilz- 
arten. In den Rohkulturen fallt auch die deutliche Abgrenzung von 
Pilzen und Bakterien gegeneinander auf. Die Bakterienkolonien ent- 
stehen immer selbstindig und dulden neben und iiber sich keine Pilze. 


Die frisch aus dem Erdreich geziichteten Staémme der Gattung 
Mucor neigen zur Bildung von Zygoten, langere Kulturdauer laBt diese 
Eigenschaft wieder verlorengehen. Die Stamme der Gattung Peni- 
cillium lassen sehr reichliche Mengen an sterilen und gelegentlich auch 
fertilen Sklerotien erkennen. Dematium pullulans schritt desgleichen 
zur Bildung von Perithecien. 


3. Beschreibung wichtiger Pilzarten und Beriicksichtigung 
ihrer Leistungen. 


Frisch dem Erdreich entnommene Stimme zeigen oft bestimmte 
higentiimlichkeiten. Gelegentlich haben verschiedene Staémme einer 
Art ein ungleiches Verhalten. Die Besprechung der isolierten Stamme 
erfolgt nach Familien geordnet. 


Familie Mucoraceae. 


Gattung Mucor. Als Kulturmedien kommen angefeuchtete Brot- 
brésel, Bierwiirzeagar sowie 5 %ige Lésungen von Glucose oder Saccha- 
rose in Frage. Die Zuckerlésungen erhalten 1% Ammonsulfat und je 
0,1% saures Kaliumphosphat und Magnesiumsulfat. 


Mucor hiemalis Wehmer. Je nach Rasse auf Brot wei, gelb oder 
grau getént. Die dem Waldboden entstammenden Formen sind meist 
grau, die aus dem Ackerland kommenden gelb getént. Ein kleiner 
Kragenrest an der Kolumella ist typisch. Auf Bierwiirzeagar sind die 
unregelmifBig gestalteten, etwa 14 py, langen und 2—5 py. breiten Sporen 
charakteristisch ; sie kénnen linglich, nieren- oder eiformig sein, meist 
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weisen sie einen griinlichen Anflug auf. In Kulturen auf Bierwiirzeagar 
sind Chlamydosporen, Gemmen und Riesenzellen mit Oltropfen zu er- 
wahnen. Zunehmende Kulturdauer steigert diese Olspeicherung deutlich, 
Die erst hellen bis grauen Oltropfen erleiden allmahlig eine gelbe Ver- 
farbung. Hine besonders kraftige Bildung von Riesenzellen, zahllosen 
Gemmen und Kugelzellen tritt bei dem Beisammensein mit Fusarien, 
vor allem F’. orthoceras, ein; dies gilt fiir Bierwiirzeagar. Zycha erwahnt 
die Moglichkeit der Bildung von Riesenzellen und Gemmen, beschreibt 
sie aber nie in einem solchen Ausmafe, wie wir sie hier erkannten. Diese 
Beobachtungen ermittelten wir 
bei allen hier isolierten Staémmen. 
Uberfiihrt man. die einzelnen 
Staémme in 5 %ige Lésungen von 
Glucose oder Saccharose, so tritt 
nur submerses Wachstum auf 
und die Bildung von Gemmen, 
Kugelzellen, Riesenzellen und 
damit die Speicherung von Ol 
wird sehr gesteigert. Manche 
Kulturen nehmen infolge der 
kraftigen Olspeicherung eine gelbe 
Farbung an. Zygotenbildung 
gliickte bei keinem der Staémme. 
Nahe verwandt mit dieser 
Art ist’ Mucor silvaticus Hagen 
(Abb. 1). Auf Brotbréseln  er- 
scheinen grauschwarze Lager. Die 
Sporen sind regelmafiger als bei 
Mucor hiemalis, Auf Bierwiirze- 
“agar ist eine ungewsbnlich starke A001 a star, Rnneen Cuansie 
Bildung von Riesenzellen mit Oidien. Vergr. 800. 
groBen Oltropfen zu verzeichnen ; 
ferner ist auf Gemmen und Kugelzellen hinzuweisen. In der Roh- 
kultur férdert die Vereinigung mit einem Fusarium, so beispiels- 
weise mit F’. orthoceras, diese Ausbildungsart. In 5 %igen Glucose- oder 
Saccharoselésungen entstehen Riesenzellen, deren Lange 100—200 u 
und deren Breite 20—30 p. betragt; sie sind dicht mit Oltropfen gefiillt. 
In dieser submersen Kultur verschwindet die normale Mycelbildung 
fast vollstandig; an ihre Stelle treten neben den Riesenzellen Gemmen 
und Kugelzellen. An leiterférmigen Tragern tritt auf Bierwiirze- 
agar die Bildung von erst hellen, dann dunkelgeténten Zygoten ein. 
Diese Fahigkeit, Zygoten zu bilden, geht in der Kultur sehr bald 


verloren. 


21* 
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Cellulose kann dieser Pilz ebensowenig verwerten wie M. hiemalis. 
Auf Holzstoff tritt schwaches Wachstum ein. Ligninhaltige Ablaugen 
von Zellstoffabriken kénnen von M. silvaticus in bescheidenem Aus- 
mae verwertet werden. Verwendet man die Laugen in konzentrierter 
Form (etwa 2% Fehling reduzierende Substanzen), allerdings neutra- 
lisiert, so tritt nur submerses Wachstum ein. Das mikroskopische Bild 
zeigt Riesenzellen, Gemmen und Kugelzellen, alle mit sehr grofen 
Oltropfen erfiillt. Normale Mycelbildung unterbleibt. Figt man 
Wasser hinzu, so wird bis zu einem Gehalt von 60% Wasserzusatz die 
Entwicklung geférdert, allerdings entstehen nur submerse Lager. 
Weiterer Wasserzusatz bedingt einen Riickschritt der Entwicklung. 
Fiigt man stufenweise Bierwiirze von 4° Balling zu, so wird das Wachs- 
tum deutlich gesteigert. 60 Teile der Ablauge und 40 Teile Bierwiirze 
gestatten normales Wachstum, das submers mit dariiberliegender 
Decke erfolgt. Alle isolierten Stamme zeigen ein tibereinstimmendes 
Verhalten. 


Mucor racemosus Fresenius. Die hier ermittelten Erfahrungen 
stimmen mit den Angaben von Zycha und unseren eigenen friiheren 
Beobachtungen [Niethammer (1)| tiberein. Sehr starke Chlamydo- 
sporenbildung ist allen isolierten Stammen eigen. 


Gattung Zygorhynchus. Nahrbéden wie bei Mucor. 


Z. Moelleri Vuillemin. Auf Bierwiirzeagar die bekannten ein- 
gesenkten Lager (vgl. Zycha, Niethammer). Alle Stémme zeigen ein 
iibereinstimmendes Bild. In 5%igen Glucoselésungen submerses 
Wachstum. Riesenzellen und verbreiterte Hyphenstiicke, ahnlich wie 
bei M. silvaticus, werden geformt. Die anfangs schwache Speicherung 
von Oltropfen nimmt mit zunehmender Kulturdauer zu; deutliche gelbe 
Verfarbung. Im mikroskopischen Bilde ist auf die dicken, gelben 
Oltropfen hinzuweisen. In 5%igen Saccharoselésungen unterbleibt das 
Wachstum. Ablauge von Sulfitzellstoff (etwa 2°% Fehling reduzierende | 
Stoffe) zur Halfte mit Wasser verdiinnt, erlaubt deutliche submerse 
Entwicklung mit starker Olspeicherung; diese Beobachtung gilt nur fiir 
den aus dem Elbetal bei Dresden isolierten Stamm. 


Aus der Gattung Absidia wurde nur A. spinosa van Tieghem 
isoliert. Diese Art ist an dem Sporn, in den die Kolumella nach oben 
ausliuft, leicht zu erkennen, Im iibrigen gelten die Angaben von Zycha 
und Niethammer. 

Familie Aspergillaceae. 

Bei den beiden Gattungen Aspergillus und Penicillium ist der Ozapek- 
Agar vorteilhaft. Seine Zusammensetzung ist: 3 g Natriumnitrat, 1 g saures 
Kaliumphosphat, 0,5g¢ Magnesiumsulfat, 0,5 g Kalumehlorid,. 0,01 g 


Kisenchlorid, 30 g Saccharose; mit destilliertem Wasser wird auf 1000 cem 
aufgefiillt. 
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Die gelegentlich von Aspergillus glaucus Link isolierten Stimme 
weisen die typischen von Thom und Niethammer (1) beschriebenen 
Merkmale auf. In Bierwiirzeagar ist das reichliche Vorkommen von 
Kalkoxalatausfallungen zu erwahnen. 

Die Gattung Penicillium ist mit sehr vielen Stéimmen vertreten. 


Die mikroskopischen Merkmale werden auf dem vorhin erwahnten 
Czapek-Agar behandelt. Das Habitusbild ist auf Fleischagar nach Sopp 
zu verfolgen; dieser besteht aus je 1 g Pepton und Fleischextrakt, ferner 
3g Glycerin und 5 g Rohrzucker, mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Das 
Harbenspiel ist in der Woltje-Lésung zu verfolgen. Diese enthalt 1% Aspara- 
gin, 7,5% Saccharose, 0,5% saures Kaliumphosphat, 0,25 % Magnesium- 
sulfat. Vertreter dieser Gattung besiedeln sehr gern Zellstoffstreifen, die 
mit einer nach Stapps Vorschriften zusammengesetzten Nahrlosung. an- 
gefeuchtet wurden (0,5g Ammonsulfat, 0,25 g saures Kaliumphosphat, 
0,1 g Magnesiumsulfat, mit Wasser auf 1000 ccm aufgieBen). 

Vertreter der Gruppe Monoverticilliwm sind sparlich vertreten. 
Penicillium glabrum Wehmer. Diimne, samtige Decken werden gebildet. 
Der Konidientrager weist eine leicht keulige Anschwellung auf, welche 
typisch ist. In 5 %igen Saccharoselésungen werden derbe, weife Decken 
mit graugriinem Konidienlager gebildet. Cellulosestreifen lassen die 
Bildung grauer, geschlossener Decken zu. 

Gruppe Asymmetricum. Penicillium notatum Westling. Der 
Konidientrager kann verschieden ausgebildet sein. In vielen Fallen 
sind verhaltnismafig kurze Rami vorhanden, welche die Sterigmen 
tragen. Bei manchen Stéammen beobachtet man ungewoéhnlich lange 
Rami, die etwa 30—40 p, lang sind, auf ihnen sitzen die im Verhaltnis 
sehr kurzen Sterigmen. Einzelne Stémme, so vom Kékensattel und 
Kalkgestein bei GuBwerk (Maria-Zell), weisen einen aus drei Stock- 
werken aufgebauten Konidientraiger auf. Die gleichen Stamme fiithren 

in den Hyphen rundliche Hinschliisse, welche mit den normalen. Fett- 
_reaktionen kein positives Ergebnis liefern. Neben den Hyphen fallen 
im Nahrsubstrat kleine, viereckige Kristalle auf, die mikrochemisch 
als Calciumoxalat reagieren. Unter diesen Bedingungen sind die Hyphen 
bis zu 5 breit. Der Habitus der Kolonie auf Sopp-Agar ist stets 
samtig, das Wachstum kreisférmig, die Radien pragen sich deutlich ab. 
Die Konidiendecke auf Wéoltje erscheint blaugriin, die Unterseite der 
Kultur gelb. Der Stamm von Schlag 4 des Limburger-Hofes bildet auf 
Sopp-Agar nach einer Kulturdauer von 14 Tagen weifSe Sklerotien, 
welche steril bleiben. Ahnliche Sklerotien formt der Stamm aus Rade- 
schowitz (B6hmen), aber nur auf den Erdstiickchen des eigenen Bodens. 
Vereinzelt kommt es hier zur Bildung von achtsporigen Ascis. Auf 
5 %igen Glucose- oder Saccharoselésungen entwickeln sich nur blau- 
griine Inseln. Cellulosestreifen werden von allen Staémmen sehr gern 
besiedelt. Es werden weiche, samtige Decken gebildet. Die Stamme 
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aus Schlag 4, 6, 7 des Limburger-Hofes weisen besonders kraftige Ent- 
wicklung auf. 

Beidem Stamm aus Schlag 6 Limburger-Hof konnten wir feststellen, 
daB er eine ungewohnlich gute Entwicklung in Ablaugen von Sulfit- 
zellstoff nimmt. Nicht nur Mycel-, sondern auch Konidienbildung 
konnte festgestellt werden. Kraftige Schleimbildung ist festzuhalten. 
Von allen anderen Staémmen zeigte nur der von Schlag 4 Limburger-Hof 
eine schwache Entwicklung. 

Penicillium suaveolens Biourge. Bei dem typisch asymmetrisch 
ausgebildeten Konidientriger schwanken Zah! und Anordnung der 
einzelnen Glieder so stark, da sie nicht zur exakten Bestimmung dienen 
kénnen. Typisch ist die derbe und eckige Ausbildungsart. Das Habitus- 
bild auf Sopp-Agar erleichtert die Bestimmung. Hier wird eine blau- 
griine Decke geformt, welche aus vielen zusammenhangenden polygon- 
artigen Ogiven geformt wird. In Woltje-Lésung ist die  blaugriine 
Konidiendecke und das cremefarbene Mycel festzuhalten. Auf Cellulose- 
streifen werden dichte blaugriine Decken gebildet. HaselnuSschalen, 
die Becher der Niisse sowie Siigespine werden sehr gerne besiedelt. 

Penicillium commune Thom. Der derbe, eckige asymmetrische 
Konidientriger gibt wenig Anhaltspunkte. Typisch ist wieder das 
Wachstumsbild auf Sopp-Agar, welches wollig ist. Die hier isolierten 
Stémme fallen durch einen eigenartig stechenden Geruch auf. 

Penicillium expansum Thom. Diese oft isolierte Form ist leicht zu 
erkennen, obgleich die einzelnen Stémme manche Abweichungen zeigen. 
Der asymmetrische Konidientrager gibt wenig Anhaltspunkte. Typisch 
ist auf Sopp-Agar das Wachstumsbild, welches sich stets in regel- 
miBigen, konzentrischen Kreisen darbietet. Diese Kreise bestehen aus 
einzelnen, immer deutlich voneinander getrennten Biindeln. Diese 
Biindel setzen sich oft aus Koremien mit deutlichem weiBen FuB zu- 
sammen, wie dies bei dem Stamm aus dem Erdreich unter Apfelbiumen 
und den dazugehérigen Friichten der Fall ist. Der Stamm von der ~ 
Biirgeralm (Maria-Zell) zeigte deutlich federartige Koremien. Braune 
Koremien zeigt der Stamm aus Gnadenwald (Maria-Zell). Das Farben- 
spiel in Woltje-Lésung weist blaugriine Konidiendecken und eine typisch 
braune Unterseite auf. In 5%igen Glucose- und Saccharoselésungen 
ist das Wachstum schwach, es werden nur blaugriine Inseln gebildet. 
Cellulosestreifen werden sehr gerne besiedelt, hier werden nur Koremien 
gebildet, die reihenweise nebeneinander angeordnet sind. Der Stamm 
von Schlag 8, Limburger-Hof, bildet hier regelmafige konzentrische 
Ringe. Diese Anordnung in Form einzelner Biindel ist ein sicheres 
Unterscheidungsmerkmal gegeniiber Penicillium notatum. Diese Form 
vermag mit allen ihren Staimmen auf angefeuchteten Dérrpflaumen gut 
zu gedeihen. In vereinzelten Fallen ist Sklerotienbildung zu erkennen; 
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so bildet der Stamm aus einem Kartoffelfeld bei Maria-Zell auf Cellulose- 
streifen gelbliche, sterile Sklerotien. 

Nun sind die Vertreter der Gruppe Symmetricum zu behandeln. 
Der die Konidien absondernde Apparat ist nicht nur regelmaBig gebaut, 
sondern auch viel zarter gestaltet, als dies bei den Vertretern der Gruppe 
Asymmetricum der Fall ist. 

Penicillium lutewm Zukal ist mit vielen Stammen im Erdreich ver- 
treten. Im mikroskopischen Bilde fallen auf Czapek-Agar die feinen 
aus drei Rami und je drei bis vier Sterigmen bestehenden Konidien- 
trager auf. In einzelnen Fallen sind unterhalb der Rami noch Ramuli, 
welche eine asymmetrische Verzweigung aufweisen. Dies trifft bei dem 
Stamm, der den Weideflachen bei der Salzaklamm angehdérte, zu. Der 
Stamm aus Walderde bei Kladno fiel im mikroskopischen Bilde durch 
die vielen nebeneinander angeordneten Konidientrager auf. Auf Sopp- 
Agar sind leichte, samtige Decken zu erwahnen. Im Farbenspiel auf 
Wéltje-Lésung sind die gelben Hyphen und ebensolche Abscheidungen 
typisch. Rote Farben fehlen. Mit fortschreitender Kultur bilden die 
meisten Staémme in groBer Menge gelbe Sklerotien, welche steril bleiben. 
Der Stamm aus Erdreich unter Heidelbeeren ]aBt auf Sopp-Agar rosa 
Sklerotien entstehen. Ein Stamm aus roter Erde von der Biirgeralm 
zeigt keine Sklerotien. Auf 5%igen Glucoselésungen schwefelgelbe 
Decken, in derselben werden in Form kleiner, deutlich abgesetzter 
Kreise die dunkelgriinen Konidien abgesondert. In 5 %igen Saccharose- 
lésungen ebenfalls gelbes Mycel, aber glatte, dunkle Konidiendecke. 
Die Hyphen bilden deutliche Schleimmengen. Uber dieser Decke 
entsteht allmahlig ein rosa sklerotiales Mycel, in welchem sich einzelne 
rosa Sklerotien bilden. Diese Beobachtungen gelten fiir alle Stamme. 
Auf Cellulosestreifen tritt rasch gutes Wachstum ein. Das Mycel durch- 
_zieht das Nahrsubstrat und la8t oberflachlich dicht aneinandergereihte 
gelbe Sklerotien entstehen. Die Konidienbildung ist meist unterdriickt. 
- Es konnten aber auch Ausnahmen beobachtet werden. Der Stamm 
aus Schlag 5 des Limburger-Hofes bildet hier eine dichte Decke mit 
einem tiefgriinen Konidienrasen. Ein Stamm aus einem Kartoffelfeld 
in Maria-Zell zeigt das gleiche Verhalten; er gedeiht sehr gut auf Holz- 
schliff und auch auf Holzwolle. Eine richtige Zersetzung und Auf- 
weichung der Cellulose tritt selten ein. Ein Stamm aus Schlag 6 des 
Limburger-Hofes bedingt eine Erweichung der Substanz und ihre deutliche 
gelbe Verfarbung. Zu diesem Pilz ist als eine eigene Wuchsform Peni- 
cillium bicolor Fries zu stellen. Die Pilzmasse ist hier in Koremien mit 
gelbem Fu8 und griinem Hut aufgelést. Dieses Wachstumsbild er- 
scheint bei allen Stammen und ist auf Cellulosestreifen sehr gut zu er- 
kennen. Uberimpft man auf 5 %ige Glucose- oder Saccharoselésungen, 
so erschienen geschlossene Decken mit griinen Konidienmassen, die an 
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die Stammform erinnern. Einzelne Staémme bilden Sklerotien. Der 
Stamm aus Waldbestiinden bei Beraun (BGhmen) bildet gelbe Sklerotien ; 
der Stamm von Schlag 6 des Limburger-Hofes zeigt nach 14tagiger 
Kulturdauer neben gelben auch weiBe Sklerotien. Der Stamm aus dem 
Kalkgestein von GuBwerk bildet rosa Sklerotien. Auch hier interessierte 
die Wachstumsmoglichkeit auf Ablaugen von Zellstoffabriken. Peni- 
cillium luteum stellte drei Stéamme, die in der unyerdiinnten Lauge 
submerse Entwicklung zeigten, und zwar aus Walderde bei Kladno und 
aus Schlag 1 und 6 des Limburger-Hofes. Von Penicillium bicolor ge- 
deihen hier die Stimme vom Koékensattel und unter Haselnuistauden 
Maria-Zell. 


Penicillium elegans Corda. Dieses fallt auf Sopp- sowie Czapek-Agar 
durch den hellgriinen Konidienrasen auf. Der Konidientrager ist noch 
feiner und zarter gebaut als bei P. lutewm. Nach 14 Tagen erscheinen 
kleine, gelbe Sklerotien. Auf Cellulosestreifen deutliche Deckenbildung 
mit gelben Sklerotien. 


Penicillium purpurogenum Stoll. Der asymmetrische Konidien- 
trager ist wenig typisch. Charakteristisch sind die deutlichen roten 
Abscheidungen in das Substrat. Auf Cellulosestreifen griine Lager, das 
Substrat wird rot gefarbt. 5° ige Glucose- und Saccharoselésungen 
zeigen griine Konidieninseln. 

Die naheverwandte Gattung Scopulariopsis stellt nur einen Ver- 
treter: S. brevicaule Thom-Bainier. 


Familie Helotiaceae. 


Botrytis cinerea. Im Erdboden scheinen haufig nur die Sklerotien 
vorhanden zu sein. In den Rohkulturen erscheinen zunichst grauweibe 
derbe Mycellager, in denen nach 14 Tagen die schwarzen Sklerotien 
entstehen. Uberimpft man diese Sklerotien nun auf frischen Bier- 
wiirzeagar oder 10 °,ige Lésungen von Glucose, so erscheint die Konidien- 
form von Botrytis cinerea. Impft man nun von hier auf Cellulosestreifen 
weiter, so gelangen meist in einem grauen Mycel wieder die Sklerotien 
zur Kntwicklung. Eine Konidienform gelangt hier nicht zur Ausbildung. 
In fliissigen Substraten submerses Wachstum; die Hyphen speichern 
etwas Ol. Sklerotien werden nicht gebildet. Kinzelne Stiémme, so aus 
dem Erdreich unter Heidelbeeren und Haselniissen, weisen in Glucose - 
sowie Saccharoselésungen Schleimbildung auf; daneben ist auf eine 
geringe Fettspeicherung in den Hyphen hinzuweisen. 


Familie Sphaerulineae. 


Die Konidienform von Sphaerulina intermixta ist unter dem Namen 
Dematium pullulans de Bary bekannt. Im Erdboden ist diese Konidien- 
form sehr verbreitet und wurde hier sehr oft isoliert. Bei einzelnen 
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Stammen gliickte im Kulturversuch auch die Heranziichtung von 
Perithezien. (vgl Bennet). Die Vielgestaltigkeit dieses Pilzes zeigte sich 
auch hier wieder; in der Richtung verhalten sich die einzelnen Stamme 
tibereinstimmend. In den ersten Tagen der Kultur entstehen auf Bier- 
wiirzeagar helle, leicht schleimige Lager, die iiberreichlich Konidien und 
Hefezellen absondern (vgl. Bauer). Nach einer etwas langeren Kultur- 
dauer verwandeln sich dann Mycelstiickchen und Hefezellen in die 
dunklen Gemmen, welche nun der Kultur das bekannte grauschwarze 
Aussehen verleihen. Konidien, Hefezellen und Mycelstiickchen fiihren 
deutliche Oltropfen. Die langsam eintretende Verfarbung der Kulturen 
ist ein sehr typisches Merkmal. In 5 %igen Glucose- sowie Saccharose- 
lésungen tritt nur submerses Wachstum ein. Deutlich ist die Schleim- 
bildung, maBig ist die Ablagerung von Oltropfen. Die Verfarbung der 
Kulturen tritt hier nur sehr langsam ein. Gute Entwicklung mit deutlich 
glanzender Schwarzfarbung ist auf den Cellulosestreifen zu verfolgen. 
Der Pilz dringt in das Innere des Substrats ein, durchsetzt die Fasern 
und verwandelt sie in eine schwarze, glanzende, weiche Masse. Einzelne 
Stéamme, so aus dem Kalkgestein der Oetschergriben und unter Ge- 
raniumbestanden Maria-Zell, gedeihen hier nur kiimmerlich und formen 
nur ein leichtes, grauschwarzes Mycel. Andererseits sind manche Stamme 
zu besonders intensiver Arbeit fahig : dies gilt fiir den Stamm aus Schlag 5 
des Limburger-Hofes, welcher die Cellulosestreifen in eine weiche, 
gallertige, schwarze Masse umwandelt, in der im mikroskopischen 
Bilde viele Sphaerokristalle auffallen. Nach dem Aussehen waren sie 
als ausgefallte Salze der Citronenséure zu deuten. Perithecienbildung 
konnte bei zwei Stammen, und zwar aus einem Kartoffelfeld bei Maria- 
Zell aus und Waldboden bei Radeschowitz in Béhmen erzielt werden. 

Sulfitlaugen werden von diesen Pilzstémmen abgelehnt. Nach den 
_ Angaben von Perwoznansky versuchten wir die Stéamme mit Chinasaure 
als alleiniger C- Quelle zu ziichten. Entweder tritt kein oder nur schwaches 
- Wachstum ein. Diese Eigenschaft kann dazu dienen, diesen Pilz von 
anderen ahnlichen Schwarzepilzen, welche hier gedeihen, zu trennen. 


Familie Mycosphaerellaceae. 


M. Tulasnei besitzt als Konidienform den Namen Cladosporium 
herbarum Pers. Dieser im Erdreich sehr verbreitete Pilz bildet ein 
griinschwarzes, wolliges Luftmycel und ein eingesenktes schwarzes 
Substratmycel. Typisch ist die Konidienbildung, welche an neben- 
einanderliegenden Konidientragern reihenweise erfolgt. Meist sind die 
Konidien ei- bis citronenférmig und von gelblicher Farbe. Die gelb- 
braunen, reichlich septierten Hyphen speichern etwas Fett. In manchen 
Fallen ist die Konidienbildung sehr sparlich oder sie tritt auch nur sehr 
langsam ein. In der vorhin beschriebenen Art bilden folgende Stamme 
reichlich Konidien: Weideflachen Biirgeralm, Kalksand Oetschergraben, 
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Gemeindealm, Haferfeld (Maria-Zell), Walderde bei Kladno. Gelegent- 
lich werden neben den eiformigen Konidien auch noch langere stab- 
férmige, mit abgestumpften Ecken abgesondert: sie fiihren ein, zwei 
oder drei Septen. Dies ist bei den Staimmen nachstehender Herkunft 
der Fall: HaselnuBhecken, Gnadenwald, Weideflaichen an der Salza- 
klamm (Maria-Zell). In einem einzigen Falle, und zwar bei dem Stamm 
aus Walderde bei Kladno, wurden auf den Kulturen in Bierwtirzeagar 
dunkle, etwa 1/, mm groBe sterile Sklerotien erkannt. Auf angefeuchteten 
Dorrpflaumen tritt nie ein Wachstum ein. In 5%igen Glucose- und 
Saccharoselésungen ist das Wachstum schwach und nur submers; 
Farbstoffbildung tritt nicht ein. Die Speicherung von Oltrépfchen ist 
gering. Cellulosestreifen werden von den einzelnen Staémmen sehr 
ungleich besiedelt. Stimme nachstehender Herkunft zeigen hier Ent- 
wicklung und bedingen eine dunkle Verfarbung des Substrats. Geranium- 
bestand, HaselnufShecken, Kalksand Oetschergraben (Maria-Zell). Die 
anderen Stémme entwickeln sich auf Cellulose nicht. Sulfitablaugen 
von Zellstoffbetrieben werden von allen Staémmen nur sehr schlecht 
verwertet. 
Fungi imperfecti. 


Familie Mucedinaceae. 


Trichoderma Koningi Oudem ist im Erdreich sehr verbreitet. Diese 
Art ist schon friither von uns genau beschrieben worden [Niethammer (1)| 
und sie zeigt hier keine Abweichungen. Alle hier isolierten Stamme be- 
sitzen die Fahigkeit, auf Cellulosestreifen gute Decken zu bilden. Die 
Mycelfaiden dringen in das Substrat ein: oberflichlich erscheinen die 
grtinen Konidienlager. Die gute Entwicklung auf Erdpartikelchen ist 
zu erwaihnen. In Sulfitablaugen von Zellstoffabriken entstehen bei 
Verdiinnung mit 50%, Wasser submerse, schleimige Kugeln, ohne 
Konidienabsonderung. 


Gattung Verticillium Nees. V.chlamydosporum Nicthammer kommt — 
nur vereinzelt vor. Leicht zu erkennen durch die kraftige Absonderung 
von Chlamydosporen. V. ruberrinum Bonord. Die Konidien werden 
von einem langen, wirtelig verzweigten Trager abgesondert. Die 
rotliche Farbung der Kultur und des Substrats ist typisch. 


Arthrobotrys arthrobotryoides Berl. Dieser Pilz wurde friither nie im 
Erdboden erkannt. Auf Bierwiirzeagar fallt er durch samtige, rosa 
Lager aut. Der aufrechte Konidientrager ist an der Spitze blasig an- 
geschwollen, solehe Anschwellungen sind auch unterhalb der Spitze und 
in der Mitte des 150—200 » langen Konidientragers zu sehen. Die 
Konidien sind eiférmig bis linglich, etwa 20 p lang und an einem Ende 
sehr deutlich in die Spitze gezogen. Ein- oder zweizellige sind vorhanden. 
Gelegentlich werden sie auch in eigenen Lagern abgesondert (Abb. 2). 
Auf Streifen von Zell- oder Holzstoff werden dichte, samtige, rosa Lager 
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geformt. HaselnuSschalen werden gerne besiedelt ; in diesem Zusammen- 
alae 3 eae : 

ha, ge ist nochmals darauf hinzuweisen, daB diese Art auch aus Hasel- 

niissen isoliert werden konnte. 


Familie Dematiaceae. 


Aus der Gattung Torula isolierten wir 
T. pucherrima Lindner. Die Beschreibung 
nach Lodder deckt sich véllig mit unseren 
Erfahrungen. 


Die Gattung Alternaria stellt einen 
wichtigen Vertreter in A. tenuis Nees. Auf 
Bierwiirzeagar sind die schwarzgriinen,  Abb.2. Arthrobotrys arthrobotryoides. 
wolligen Uberziige zu nennen, die in das catoge ae Sree ee 
Substrat schwarze, glanzende Hyphen ein- iy 
senken. Die keulenférmigen, mauerartig unterteilten Konidien, die an 
der Basis in die Spitze gezogen sind, erscheinen typisch (Abb. 3). Ihre 
Linge schwankt zwischen 15 und 30 y. Auf Cellulose- 


streifen werden schwarze, eingesenkte Lager mit sehr Ke 

reichlicher Konidienabsonderung geformt. Hier er- /? 

scheinen auch sterile Sklerotien. Zu erwahnen ist, daB / 

alle Stamme Chinasaure als alleinige Kohlenstoffquelle Abb. 3. 

sehr gut verwerten kénnen. Ee eed 
Die typischen, in 


Die Gattung Macrosporium Fries. ist durch M.com- die Spitze aus- 
mune Rabenhorst vertreten. Die Konidien sind breit und Se ae 
stumpflich abgerundet. Die Ausbildung auf Bierwurze- 
agar ist der von Alternaria abnlich. Auf Cellulosestreifen ist gutes 


Wachstum. Gelegentlich sind dunkle Sklerotien zu beobachten. 


Familie Tuberculariaceae. 


Die Gattung Fusarium wurde mit zahlreichen Vertretern isoliert. 
Je nach dem Nahrsubstrat verschiedene Ausbildungsarten. Konidien- 
bildung tritt am besten auf Kartoffelstiickchen ein. Das Farbenspiel 
erscheint auf Bierwiirzeagar sehr deutlich. In 5%igen Glucose- oder 
Saccharoselésungen tritt nur submerses Wachstum ein. Die Hyphen 
speichern unter diesen Bedingungen deutliche Mengen an hyalinen oder 
gelblichen Oltropfchen. Nicht selten treten Erweiterungen der Hyphen 
auf. Oidienbildung ist zu erkennen. Auf Cellulosestreifen werden 
watteartige Uberziige und manchmal gelbrote Sklerotien geformt. Wir 
fiihren hier nochmals an, daB die Fusariwm-Arten in Gegenwart eines 
anderen Pilzstammes, so eines Mucor, am besten gedeihen. In einer 
solchen Vergesellschaftung tritt sehr starke Olspeicherung ein. 

F. dimerum Penz. Sowohl auf Kartoffeln als auf Bierwurze sind 
Stroma und Mycel zunachst weif, erst langsam tritt eine rosa bis in- 
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carnatfarbene Farbung ein. Die Konidien sind verhaltnismafig klein, 
12—20 p lang und etwa 2,5—4 y breit. Meist ist nur eine Septe vor- 
handen. Rundliche Chlamydosporen sind zu Ketten vereint. In den 
Hyphen werden sowohl auf Bierwiirzeagar als in 5% igen Glucose- oder 
Saccharoselésungen Oltrépfchen gespeichert. Rabenhorst zeigt hier des- 
gleichen in seiner Abbildung Oltrépfchen. Der Stamm aus Bazantice 
bei Kladno weist einen wirtelig verzweigten Konidientrager auf, an 
dem die einzelnen Konidien abgesondert werden. Der gleiche Stamm 
speichert in Glucose- und Saccharoselésungen besonders reichlich O1- 
tropfen; vielfach fallen verbreiterte Hyphen mit groBen, gelben OI- 
einschliissen auf. Oidienbildung ist zu erwihnen. Beider Vereinigung mit 
Mucor hiemalis ist die Absonderung von Oltropfen besonders reichlich. 
Auf Cellulosestreifen entstehen bei allen Stammen derbwandige Lager. 

F.. sporotrochioides Sherb. Nur einmal vom Schlag 7 des Limburger- 
Hofes isoliert. Die hellen Konidien sind im Mycel eingestreut. Die 
Mikrokonidien sind typisch birnenférmig; daneben sind drei- bis fiinf- 
septierte Konidien mit deutlichen Oltropfen. In Massen sind die Ko- 
nidien ocker- bis lachsfarben, manchmal orangerot. Im Alter trocknen 
sie harzig ein. Masse der Konidien: Die einzelligen sind 8—12 x 2,2 
—3,2 pv, die Triseptaten 25—33 x 3,4—4 p groB. Das Stroma ist lehm- 
bis ockerfarben. Die interkalaren Chlamydosporen sind 7—14 wu groB. 

F. avenaceum Sacc. Typisch sind die langlichen, fadenfoérmigen 
Konidien. Ihre Absonderung erfolgt meist lagerf6rmig, so in Sporo- 
dochien. Meist 3—5 Septen, 30—48 x 2,7—3,9 u (Triseptaten), 45—66 
x 3,1—4,4 u (Quinqueseptaten). Das Luftmycel ist auf Kartoffeln 
weiBlich, das Stroma gelb bis orangegelb. In 5°Zigen Glucose- oder 
Saccharoselésungen submerses Wachstum, deutliche rote Verfarbung: 
in den Hyphen Speicherung von Oltropfen. Diese Art wurde nur einmal 
aus Walderde bei Beraun isoliert, sie ist innig mit Trichoderma Koningi 
vergesellschaftet. 

F. scirp Lamb. et Jantz. Entspricht den Angaben von Wollenweber 
und Reinking. Das Luftmycel ist wei8, darunter liegt ein brauner bis 
roter Schleim. Die Konidien sind sehr deutlich sichelférmig gebogen 
und weisen eine leichte Windung auf. In 5 %igen Glucose- oder Saccha- 
roselésungen wird in den Hyphen sehr deutlich Ol gespeichert. In ver- 
breiterten Hyphenstiicken sind rote und gelbliche harzartige Einschliisse 
zu nennen, 

F. scirpi var. acuminatum Wollenweber. Diese Art wurde nur von 
einem Standort in Gnadenwald (Maria-Zell) isoliert. Die stark sichel- 
formigen, in die Spitze gezogenen Konidien sind typisch. Das Stroma 
erleidet rote bis purpurne Verfarbungen. 

F. orthoceras Wollenweber und Reinking. Diese Art wurde sehr 
haufig isoliert. Fiir die Kulturen auf Bierwiirzeagar sowie Kartoffeln 
gelten die von Wollenweber und Reinking gemachten Angaben. In 
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5%igen Saccharose- oder Glucoselésungen nur submerses Wachstum. 
Es werden groBe, sich bald rosarot verfarbende Kugeln gebildet. Die 
Hyphen speichern reichlich Oltropfen; in manchen Hyphen sind auch 
rote und gelbe olartige Massen zu erkennen. Reichlich werden unter 
diesen Bedingungen Chlamydosporen geformt, die ebenfalls Ol ent- 
halten (Abb. 4). Ablaugen von Zellstoffabriken kénnen genutzt werden, 
wenn sie zu etwa 60 % mit Wasser 
verdiinnt werden. Das Wachs- 
tum erfolgt in Form einer groBen 
submersen Kugel. Die etwas auf- 
getriebenen Hyphen fiihren sehr 
groBe Oltropfen: Auf eine groBe 
Zahi von Chlamydosporen _ ist 
wieder hinzuweisen. Die meisten 
der isolierten Stamme bilden an- 
fanglich (vgl. auch Wollenweber) 
nur zahlreiche in das Luftmycel 
eingestreute Mikrokonidien. Die 
eroBen dreiteiligen Konidien er- 
scheinen gewohnlich erst nach  Abb.4. Fusariwm ouysporum und orthoceras. 
lingerer Kulturdauer: Sie ent- ,Siichemng ron Teitirpion m Hopnen, 
stehen lagerférmig oder durch 

Absonderung an verzweigten Konidientragern. Helle, spater rosa 
und rot geténte Chlamydosporen sind zahlreich vorhanden. Auf 
Cellulosestreifen entwickelt sich ein diinnes Mycel, welches in das 
Substrat hineindringt und du8erlich rotgelbe Sklerotien formt, die in 
ihrem Innern reichlich septierte Konidien zeigen. Bei der Isolierung 
fallt auf, daB diese Art meist mit Mucor hiemalis oder silvaticus ver- 
gesellschaftet ist. 

F. bulbigenum Cke. et Mass. Das plektenchymatische Stroma auf 
Kartoffeln ist gelblich, das Luftmycel weil bis rosa, Lilaténe sind 
charakteristisch. Etwa 1 mm grofe sklerotiale Kérperchen von gelber 
Farbe sind zu nennen. Die Triseptaten der Konidien sind 34—44 yu, 
die Quinqueseptaten 45—56 py lang. Die Konidien sind schwach sichel- 
formig gebogen; am Ende weisen sie eine leichte Kriimmung auf. Sie 
sind mehr im Stroma als im Luftmycel zu finden. Auf Bierwurzeagar 
tritt nach 3—4 Wochen Kulturdauer die Lilaténung des Stromas sehr 
deutlich hervor. In 5 %igen Glucose- und Saccharoselésungen submerse 
Entwicklung; in den Hyphen Speicherung von Oltropfen. Auf Cellulose- 
streifen deutliche Entwicklung; die Hyphen sondern Schleim ab und 
verwandeln das Substrat in eine weiche Masse. Rote bis Lilaver- 
farbungen sind zu verzeichnen. | 

' F. solani Aast., App. et Wr. Im Erdreich sehr verbreitet. Auf Bier- 
wiirzeagar sowie Kartoffeln gelten fiir die Entwicklungsweise die von 
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Wollenweber und Reinking gemachten Angaben. Typisch sind die wenig 
gekriimmten, breiten und an beiden Enden abgestumpften Konidien. 
Sie entstehen meist in Sporodochien. Haufig fiihren sie mehrere Ol- 
tropfen, dann sind die Septen nur schwach wahrnehmbar. Die Chlamydo- 
sporen erleiden eine Lilaverfarbung und fiihren ein bis zwei hyaline 
michtige Oltropfen. In 5°%igen Lésungen von Glucose oder Saccharose 
die iibliche Speicherung von Oltropfen. Auf Cellulosestreifen flockige, 
weibe Uberziige; das Substrat wird nicht aufgeweicht. Meist ist Ver- 
gesellschaftung mit Mucor hiemalis gegeben. 

F. solani var. Martit. App. et Wr. Im wesentlichen sind hier wieder 
die Angaben von Wollenweber-Reinking zu vergleichen. Auf Kartoffeln 
deutlich rosa Stroma, dariiber ein weiBes, im Alter braunliches Luft- 
mycel. Auf Bierwiirzeagar ein rosa Schleim, der eingesenkt ist, dariiber 
wieder ein weifes Luftmycel. Die Konidien werden in Pionnotes oder 
von einfachen Konidientragern abgesondert. In 5% igen Glucose- sowie 
Saccharoselésungen submerses Wachstum und Ablagerung von hyalinen 
und gelben Oltropfen. Auf Cellulosestreifen derbe, filzige Lager, die an 
den Hyphen plumpe, mit mehreren hyalinen Oltropfen versehene 
Konidien absondern. In dieses Mycel sind gelbliche bis rosageténte 
Sklerotien eingelagert. 

F. oxyoporum Wollenweber-Reinking entspricht den Angaben dieser 
Autoren. 

4, Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Unsere Untersuchungen stellen einen neuen Beweis fiir das Vor- 
handensein typischer Bodenpilze dar. Gesteinsart, Boden sowie Be- 
standspflanzen kénnen, im Bereiche unserer Untersuchungen, keine 
erundlegende Anderung, sondern nur bestimmte Abweichungen be- 
dingen. Die gute Entwicklungsméglichkeit vieler Stamme auf Zellstoff- 
streifen ist zu erwaihnen; ein deutlicher Abbau tritt dabei jedoch selten 
in Erscheinung. Verschiedene Arten der Gattung Mucor und Fusarium 
speichern besonders in fliissigen Medien in Hyphen, Gemmen, Kugel- 
zellen oder Chlamydosporen reichlich Oltropfen. 
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(Aus dem Institut fiir Bodenkunde der Lantlwirtschaftlich-forstlichen 
Fakultat der Universitat Zagreb.) 


Mikrobiologische Untersuchungen einiger podsoliger 
Boéden Kroatiens’*. 
Von 
Artur Stare. 


(Hingegangen am 17. September 1941.) 


Die vorliegende Arbeit bildet einen ersten Beitrag zur Kenntnis 
der Mikrobiologie der kroatischen Boden. Es wurden podsolige Natur- 
béden untersucht, die im kontinentalen Kroatien den fast ausschlieB- 
lichen klimazonalen Bodentypus darstellen [M. Gracanin (8)]; auBerdem 
ist die morphologische und physikalisch-chemische Differenzierung des 
Podsolprofils in verschiedenen Horizonten fiir das Studium der mikro- 
biologischen Higenschaften des Profils sehr geeignet. Es wurden vier 
ungleich podsolierte Béden des mittleren Kroatien einer eingehenden 
Untersuchung unterworfen, um festzustellen, in welcher Weise sich die 
Individualitét dieses Bodentypus in seinen mikrobiologischen Higen- 
schaften auBert, und in welchem Mae der Podsolierungsgrad die Zahl, 
Arten und Tatigkeit der Bodenmikroorganismen beeinfluBt. 


I. Die mechanischen, physikalischen und chemischen Eigenschaften 
der Profile. 


Um eine richtige Vorstellung tiber die untersuchten Béden als 
natiirlicher Substrate fiir die Entwicklung von Mikroorganismen zu 
bekommen, und den Zusammenhang einer solchen Entwicklung mit den 
Bodeneigenschaften zu bestimmen, wurden die mechanischen, physikali- 
schen und chemischen Eigenschaften der Profile untersucht (Tabellen I, 


IT und IIT). 


Die mechanische Zusammensetzung wurde nach der Schlammethode 
von Kopecky bestimmt, der Rohton (Bodenkérnchen < 0,002 mm) mit der 
Pipettenmethode nach M. Gracanin (7), die Wasser- und Luftkapazitat nach 
Kopecky, die Humusmenge nach Knop, der Ammoniakstickstoff nach 
J. Harper (10) und Nitratstickstoff nach H. Riehm (21). Fiir die elektro- 
metrischen Reaktionsbestimmungen wurde die Chinhydronelektrode und 


* Dissertation. Hier ist nur eine kurze Zusammenfassung der wichtig- 
sten Ergebnisse gegeben. Hine ausfiihrliche Bearbeitung ist in kroatischer 
Sprache in_,,Poljoprivredna naucna smotra‘’ 4, 1941, erschienen. Herrn 
Prof. M. Graéanin, dem Vorstand des Instituts fiir Bodenkunde, wie 
den Herren Professoren V. Skorié und I. Pevalek bin ich fir die Beihilfe 
und Unterstiitzung zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 
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Bodensuspension angewandt. Die Werte fiir S, 7 und V sind der Arbeit von 
M. Graéanin und J. Verlié (9) entnommen. 

Nach der mechanischen Zusammensetzung gehéren die Profile I und II 
(tiefe diluvial-deluviale Boden) zu den lehmigen Tonbéden, das Profil ITT 


Tabelle I. Mechanische Zusammensetzung der Profile. 


| Prozentgehalt der Bodenkérnchen 


Profil ! Snag Tiefe we don Bolenteeeae 
| cee WEr-O8 | SF os pi <0,002 

A,  38— 8] 4,93] 6,01] 44,12 | 44,94 / 10,50) toniger Lehm 

I A, | 20— 25 2,91| 3,99| 39,22 | 54,08 13,69) lehmiger Ton 


Maksimir- 4, B,\ 35— 40 || 1,90} 4,68] 44,48 48,94 6,47) toniger Lehm 
Wiese By 65— 75 |) 1,64| 8,80] 42,50/47,06 4,66) toniger Lehm 


B, 135-145) 2,00} 5,04 | 32,92 | 60,04) 5,48 Ton 
i | 41 | 2-6 || 630) 7,82| 44,10 | 42,28| 9,92) toniger Lehm 
Meee A, | 13—19 || 2,64] 5,34 | 38,46 | 53,36 | 12,45) lehmiger Ton 
5 ‘Wald. A, B,| 26—30 || 4,14] 7,72 | 37,72 | 50,42 | 16,66 | lehmiger Ton 
= B, | 50-60 || 3,30} 6,04) 39,28 | 51,28) 17,70) lehmiger Ton 
ae A, | 3— 6 ||13,24| 10,28 | 41,86 | 34,62| 8,95|| Lehm 
re 3 PAS 18—18 |/11,24| 8,64 | 42,20 | 37,62 | 10,18|| Lehm 
Wald A, By, 22—28 |/21,04 | 10,96 | 29,36 | 38,44 | 10,29) ton.-sand. Lehm 


B, | 35—45 |/39,00 | 11,92 | 20,48 | 28,60 | 19,52 ton.-sand. Lehm 
ae A, | 2— 8 ||47,44| 12,52 | 11,56 | 24,48 11,29) lehmiger Sand 
Thiuenintocs A, 15—20 || 52,82/11,68| 8,88 | 26,62 | 13,85 || lehmiger Sand 
"Wiese. ~~ B | 36—43 || 36,72 | 25,22 | 22,34 | 15,72 | 17,70 || ton.-lehm. Sand 
| BC | 76—90 |/35,28 | 29,50 14,68 | 20,54 9,46 ton.-lehm. Sand 


Tabelle IT. Physikalische Eigenschaften der Profile. 


Sat ene Speri- Soran Abs. Kapazitit fiir Moment Gehalt an 
Oorizon sches tee ohh oe Loe eee 
Gewicht | Vumen || Wasser | Luft | Wasser | Luft 

A, 2,60 | 54,92 | 38,41 | 16,51 | 33,87 | 21,05 

Ac 2,65 | 49,63 | 34,42 | 15,01 | 30,96 | 18,47 

i A, B, 2,75 | 47,64 || 34,83 | 13,31 | 34,81 | 12,88 
y 2,70 | 46,19. || 34,07 | 11,12 | 36,56 | 8,63 

B, 2,77 | 43,65 || 34,25 | 9,380 | 32,59 | 10,96 

A, | 2,61 | 60,15 || 40,78 | 19,37 | 15,27 | 44,88 

é A, | 2,67 | 65,83 || 37,27 | 18,46 | 16.17 | 40.46 
' anh 2,66 | 49,28 || 36,18 | 14,75 | 17,00 | 32.98 
B, 2,73 | 47,19 || 37,98 | 10,21 | 1831 | 28,88 

leeds 2,67 | 64,90 || 35,22 | 19,68 | 33,24 | 21,66 

Tih ok eee 2,69 | 49,84 || 35,86 | 13,98 | 31,00 | 18,84 
ABs 2,71 | 46,60 || 83,67 | 13,13 | 30,03 | 17,57 
B, 2,72 | 39,90 || 28,82 | 11,92 | 29,88 | 10,02 

A 2,59 | 54,82 || 36,07 | 18,75 | 19,16 | 23,76 

Vv, ae 2,67 | 46,30 || 29,16 | 17,34 | 21,46 | 21,14. 
| B 2,70 | 47,90 || 25,80 | 22,10 | 28,83 | 19,07 

| BO 2,71 | 37,35 || 2896 | 9,39 | 30,74 | 761 
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Tabelle III. Chemische Eigenschaften der Profile. 


|) , mg N ; 
Profil | Horizont |Humus|| 3° ks Boden | nae Ss Tr yi 
} % ||NHa-N|NO3-N| H,0 | n-KO1||mgaqu.| mgdqu.| 9% 
] 
|= 28 3,00 |} 10,2 0,0 || 5,68 | 4,13 9,50 | 18,99 | 50,03 
| A, 1,28 8,0 0,0 5,48 | 3,96 6,66 | 13,60 | 48,97 
L_ | 4,3, | 0,91 | — | v6 | 622-1 3:74 || 8,48 | 15,64 | 54/29 
| B, 0,37 4,4 0,5 5,67 | 3,46 || 16,94 | 27,51 | 61,58 
| 1B. 0,41 — 0,5 || 5,79 | 4,50 || 22,79 | 26,56 | 85,81 
A, 4,32 || 21,0 0,0 4,41 | 3,55 5,84 | 26,06 22,45 
ll Ak. 1,56 2,5 | 0,0 4,43 | 3,51 4,84 | 17,35 | 27,95 
: A, By 1,05 e030) 4,53 13500 5,55 | 18,25 | 30,41 
B, 0,34 1,0 0,0 4,92 | 3,47 7,63 | 17,60 | 43,35 
A; | 2,93 |) 20,1 | 0,5 || 4,87 | 3,64 || 6,23 | 20,35 | 31,06 
III ra 1,03 || 1255 0,5 || 4,97 | 3,60 || 3,47 | 21,98 | 15,82 
E 2 gal, Vex 0,57 5,0 0,5 || 4,96 | 3,48 || 4,89 | 24,94 | 19,03 
LBS, 0,29 0,0 0,0 5,06 | 3,43 7,81 | 21,45 | 36,41 
A, 2,87 || 14,0 0,5 || 6,01 | 5,03 || 19,27 | 23,95 | 80,46 
Iv A, 0,59 Ds 0,5 5,95 | 4,66 || 16,19 | 18,86 | 85,84 
d B 0,02 0,0 | 0,0 || 5,73 | 4,14 || 21,31 | 25,56 | 83,57 
15OS SN ae — 0,0 5,50 | 3,54 || 24,17 | 28,34) 85,29 


(dimner Granitboden) zu den Lehmboden und das Profil ITV (schwach ent- 
wickelter Boden auf Sozka-Schichten) zu den tonigen Sandbéden. 


Die untersuchten Béden zeigen giinstige Wasser- und Luftverhiltnisse 
nur im elluvialen Horizont A, da schon in der Tiefe von 30 —40 cm eine 
Verschlechterung der physikalischen Eigenschaften eintritt. 

Die Profile zeigen eine kleine bis maéBige Humusmenge im Unter- 
horizont A,, die mit der Tiefe schnell abnimmt und sauren Charakter tragt. 
Es wurden ferner kleine Mengen von Ammoniakstickstoff und nur Spuren 
von Nitratstickstoff festgestellt. Die Reaktion der Béden ist schwach 
sauer bis stark sauer und liegt gré8tenteils unter dem Minimum ftir manche 
wichtige Gruppen der Bodenmikroorganismen. Die Reaktion auf Carbonaten 
war in allen Fallen negativ. 

Die Analyse des Absorptionskomplexes bringt die podsolbildenden 
Vorgange zum Ausdruck. Die Destruktions- und Versduerungsvorginge, 
wie auch die Migration von Basen und Sesquioxyden laufen in den Profilen 
desto starker, je machtiger der Boden podsoliert ist. 


Auf Grund der bodenkundlichen Analyse und hauptsichlich der 
Verhaltnisse im Absorptionskomplex kénnen wir die untersuchten 
Béden in den Podsoltypus einreihen und nach dem Podsolierungsgrad 
folgendermaBen klassifizieren : 

a) das schwach podsolierte Profil IV (Djurmaénec-Wiese) ; 

b) das maBig podsolierte Profil I (Maksimir-Wiese) ; 

ce) die stark podsolierten Profile IT (Maksimir-Wald) und III (Cage. 
Wald). 


332 A. Stare: 


Unter der Voraussetzung, daB diese Eigenschaften der Profile auch 
in ihren mikrobiologischen Eigentiimlichkeiten zum Ausdruck kommen, 
wurde eine mikrobiologische Analyse iiber die Zahl, Arten und biochemi- 
schen Vorgange durchgefiihrt, die im folgenden dargestellt ist. Hierbei 
haben wir eine Methodik angewandt, die den natiirlichen Bedingungen 
im Boden méglichst nahe kommt. 


II. Die Zahl der Mikroorganismen. 


Zur Bestimmung der Zahl der Mikroorganismen wurde die direkte 
mikroskopische Methode nach Germanov-Kas (18) (Tabelle TV), ferner das 
klassische Plattenverfahren (Tabelle V) angewandt. Dabei wurde méglichst 
mit synthetischen Nahrbéden gearbeitet; fiir die heterotrophen aeroben 
Bakterien und Actinomyceten mit Casein-Agar [S. A. Waksmann (25)], fiir 
die Pilze mit Asparagin-Agar [H. L. Jensen (12)]| und fiir die Algen (die nach 
der Verdiinnungsmethode gezahlt wurden) mit der Lésung nach Bristol- 
Roach (28). Die Zahl der anaeroben Bakterien wurde in Hochschichtagar 
unter Anwendung des Casein-Agars mit 1% Glucose bestimmt [S. A. 
Waksman (28)]. Zur Bestimmung der Sporen der Bakterien wurde die 
Pasteurisierung (10 Minuten bei 80°C), zur Bestimmung der Pilz-Sporen 
das Trocknungsverfahren nach Mc Lennan (16) angewandt. Alle diese 
Zahlungen sind in sechsfachen Wiederholungen durchgefiihrt. 

Mit der Methode der direkten mikroskopischen Zaihlung wurden 
erheblich gréBere Werte festgestellt als nach dem Plattenverfahren, 
jedoch geben die relativen Zahlen, welche die vertikale Verteilung der 
Mikroorganismen in den Profilen andeuten, ein iibereinstimmendes Bild; 
diese Werte zeigen, dai die Zahl der Mikroorganismen in der Reihenfolge 
der Horizonte sich stark andert, so da der elluviale Unterhorizont A, 
die gréf8te Zahl enthalt, und daB im ausgebleichten mineralischen 
Unterhorizont A, — schon in der Tiefe von 15—25 cm — diese Zahl 
stark abnimmt. Im illuvialen Horizont B reduziert sich diese Zahl 
weiter auf die minimalen Werte, die gleichzeitig der Ausdruck sind fiir 
die minimale mikrobiologische Aktivitat in dieser Tiefe. 

Aus den Zahlungen der morphologischen Gruppen der Mikro- 
organismen im Sehfeld des Mikroskops geht hervor, da die Gruppe der 
kleinen Kokken und kurzen Stdbchen in allen Profilen am starksten 
vertreten ist, da} die Gruppe der Pilze und Actinomyceten aber zahlen- 
maifig sehr gering ist. Die Anzahl der mikroskopischen Kolonien 
[Glomerulen nach G. Rossi (22)] ist ebenfalls gering und hauptsichlich 
auf den elluvialen Horizont beschrinkt ; diese mikroskopischen Kolonien 
sind gréBtenteils aus 10—30 kokkoiden oder kurzstabchenférmigen 
Zellen zusammengesetzt. Wie bekannt, ist die Differenzierung der 
Mikroorganismen in soleche morphologische Gruppen schwer durch- 
fiihrbar; jedoch kann, im Zusammenhang mit den Plattenverfahren, 
auch die direkte mikroskopische Methode die mikrobiologische Charak- 
terisierung der Bodentypen erganzen. 
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Was die Ergebnisse der Plattenmethode betrifft. (die mehr als Ver- 
gleichswerte zu betrachten sind), so kann man feststellen, daB die 
aeroben, heterotrophen Bakterien den gréBten Anteil an der Gesamtzahl 
ausmachen. Wenn wir die Werte im Horizont A, mit den vorliegenden 
Angaben der Literatur vergleichen, so kénnen wir feststellen, da® die 
Gesamtzahl der Mikroorganismen und die Zahl der aeroben Bakterien 
arm bis maSig reich ist ; ein gréBerer Teil dieser Bakterien liegt im Boden 
in Form von Sporen vor. Weiter ist aus der Tabelle zu ersehen, daB die 
Profile arm an anaeroben Bakterien, arm bis maBig reich an Actinomyceten 
und mafig bis sehr reich an Pilzen sind; diese liegen gréBtenteils als 
vegetatives Mycel im Boden vor. Ferner ist festzustellen, daB diese 
Profile eine geringere Zahl von Algen enthalten. 

Die Zahl dieser Mikroorganismen im elluvialen Horizont A, wo 
der Einflu8 des Podsolierungsgrades sich maBgebend auBert, ist groBen 
Schwankungen unterworfen, mit Zunahme der Tiefe nimmt jedoch die 
Zahl der einzelnen Gruppen der Mikroorganismen in allen untersuchten 
Profilen stark ab. Diese schnelle Verminderung der Zahl ist bei den 
Algen und Pilzen am starksten ausgeprigt, was hauptsachlich auf die 
Autotrophie der Algen bzw. aerobe Lebensweise der Pulze zuriick- 
_ zufiihren ist. So ergibt sich also, daB die mikrobiologisch aktive Schicht 
des Bodenprofils sowohl hinsichtlich der Gesamtzahl, wie der Zahl der 
einzelnen Gruppen sehr diinn ist, was man als eine der hauptsachlichsten 
biologischen Charakteristiken der untersuchten Podsolbéden betrachten 
kann. 

Eine Analyse der Ergebnisse zeigt weiter, daB die Zahl der Mikro- 
organismen in Zusammenhang mit einzelnen physikalischen und chemi- 
schen Higenschaften der Profile steht. In Anbetracht der Komplexitat 
dieser Erscheinungen, sowie der Unvollkommenheit der konventionellen 
Methoden, ist es ziemlich schwer, in einzelnen Fallen die GréBe des 
Einflusses der verschiedenen Bodenfaktoren zu bestimmen. Die Be- 
deutung der Reaktion, die oft als Grenzfaktor zu betrachten ist, auBert 
sich im quantitativen Verhaltnis der Bakterien, Actinomyceten und. Pilze, 
dieser drei wichtigsten Gruppen der Mikropopulation der untersuchten 
Béden (Tabelle VI). Ebenso wurde ein Zusammenhang zwischen der 


Tabelle VI. FEinflu&8 der Reaktion auf das Verhaltnis der 
Bakterien, Actinomyceten und Pilze 


(Zahl der Bakterien = 100). 


Profil } II. | III. | I. | IV. 
mq in Wasser ........ 4,41 4,87 5,68 6,01 
EBORLCRUCTO MEN ie Actas 100 100 100 100 
Actinomyceten ....... 15,0 20,2 25,4 29,4 


TRAPO: ~ peereia Gh ORO OE 44,4 10,1 1,5 0,5 
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vertikalen Verteilung der Zahl der Mikroorganismen und der Humus- 
menge in den Profilen festgestellt, wahrend der Einflu8 der physikali- | 
schen EKigenschaften in einzelnen Horizonten nicht so augenscheinlich 
oder nicht so unmittelbar wie derjenige anderer Faktoren zum Aus- 
druck kommt}. 

Beziiglich des Einflusses des Podsolierungsgrades sind die stérker 
podsolierten Waldprofile in der Gesamtzahl der Mikroorganismen 
irmer, waihrend die Pilze verhaltnismaBig zahlreicher sind als bei den 
schwacher podsolierten Wiesenprofilen. Die groBe Zahl der Pilze kénnen 
wir als eines der charakteristischen Merkmale der stark podsolierten 
Béden bezeichnen. Beriicksichtigen wir weiter, daB sie sich gréBtenteils 
im vegetativen Zustand befinden, so kann man mit grofer Wahrschein- 
lichkeit annehmen, da die Pilze in biochemischen Vorgiingen in Wald- 
profilen eine Zentralstellung einnehmen. 

_Der Podsolierungsgrad auBert sich wenig in der vertikalen Ver- 
teilung der Organismen. Die Tatsache, daf die starker podsolierten 
Waldbéden eine verhiltnismaBig schwaichere Abnahme der Mikro- 
organismenzahl im A,-Horizont zeigen, 1a8t sich dadurch erklaren, daB 
im A,-Horizont dieser Béden die Bakterien, die sonst den gréBten Teil 
der Mikroorganismen ausmachen, durch das Vorherrschen der Pilze in 
ihrer Entwicklung stark gehemmt werden. 

Diese Ergebnisse tiber die Zahl der Mikroorganismen in kroatischen _ 
podsoligen Béden stimmen im wesentlichen gut mit denen anderer — 
Autoren [u.a. A. 8. Razumov und N. P. Remezov (20); V. Kas (13)] fir 
Podsoltypen itiberein. 


I. Die Arten der Mikroorganismen. 


Die Bestimmung der Mikroorganismen, die sich auf das Vorkommen 
der haufigsten Arten bzw. Gruppen der Bakterien, Actinomyceten, Pilze 
und Algen beschrankte, ist in Tabellen VII, VIII, IX und X zusammen- 
gestellt. 


Das relative Vorkommen der einzelnen Arten auf den Platten ist durch 
Zahlen angedeutet (1 = selten, 2 = haufiger, 3 = sehr hiaufig). Die Be- 
stimmung der Bakterien wurde durchgefiihrt nach K. B. Lehmann und 
R.O. Neumann (15) und D.H. Bergey(1) (die Nomenklatur nach dem 
letzten); der Actinomyceten nach S.A. Waksman (24) und J. Duché (4); 
der Pilze nach H. Zycha (32), OC. Thom (23), H. Wollenweber und O. A. 
Reinking (31), G. Lindau (14) und 7’. Ferraris (5); der Algen nach <A. Geit- 
ler (6) und A. Pascher (19). 


Wie aus diesen Tabellen zu ersehen ist, sind die untersuchten 
Béden reich an Pilzen (50 Arten) und verhaltnismaSig arm an Bakterien 


* Die ausgefiihrte Analyse gibt nur einen groben Einblick in die physi- 
kalischen Eigenschaften der Profile. 
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Bakterien 


Profil I (Wiese) 


Profil III (Wald) 
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Ay 
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2By| By 


1. Cocacceae: 

Micrococcus luteus (Schroter) Cohn .. 
MEN CONEICHRS WUUGIO™ cn. «sere. >< 
M. aurantiacus (Schroter) Cole ae 
Sarcina flava de Bary .......+.... 


. Bacteriaceae: 
Flavobacterium aurescens (Ravenel) 
AS CNGCU GA mre Mate RRS yee nicls 
Fl. brevis (Frankland) Bergey ..... 
Chromobacterium janthinum (Zopf) 
SEQUIN SOS mere TO 
Pseudomonas fluorescens Migula ... 
Achromobacter hartlebii (Jensen) 
Berg JOY err n reece ee ecsenveecens 


. Bacillaceae: 

Bacillus mycoides Fliigge .........- 
= prausniizey Trevisan ..........- 
. megaterium de Bary ..... Sear 
. ruminatus Gottheil............. 
. cereus Frankland .......... Wig Oat 
. terminalis Migula.............. 
. subtilis (Ehrenberg) Cohn ...... 
mesentericus Fliiggg ........... 
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Actinomyceten 
A, 


Profil I Profil IT 
Ay/A9By|By Ay |A» |An By, 
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Profil III 


A, By| By 


Gruppe Albus: 
PIGLOUSMAMOINSE a. cm seve. Ore il 
. albidoflavus (Rossi-Doria) 
DIO CIE Cae NON «37s 0 ste He 


. 218 Waksman et Curtis .. 


Pp A 


. rutgersensis Waksman et 
UTES Mle. aes Sheers Gita e cers ahs 3 


ps 


Gruppe Chromogenes: 

A. lavendulaeWaksman et Curtis 
A. phaeochromogenes Conn ... 
A. viridochromogenes Krainsky 
A. aureus Waksman et Curtis 


ROH 


. griseus Kramsky .......+. 1j—| 1 |- 


. diastaticus Krainsky ...... 2\—| — |-— 


. violaceus Waksman et Curtis ||) 1 |— | — |— 
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Tabelle X. 


nn “(nnn eee 
Profil I 


Algen F 
| A; A» Ao B, | By 


Cyanophyceae: 
1. Chroococcaceae: 
ORPOOCOCCUS 8D ee cite a co) tere leer terete + + 


2. Nostocaceae: 

Nostoc ellipsosporum (Desmaz) Rabh. ..... 
Ne.commune Viaucher yaw cis setts anne ate ors 
IN COICICOL@ BCD see eee ee eee 
Ne Linckia | (Roth)* Boris te. terete | 
Anabaena vartabilis Kiitz. .........-.00- 
Cylindrospermum muscicola Kiitz. ......... 
C. licheniforme var. Lemmermanni Glade 


3. Oscillatoriaceae: 
Oscillatorta splendida Grew. ............-. 
On. SD OEE cake te oe needs eraser iete 
Phormidium autumnale (Ag) Gom. ....... 
Ph s8 D516 ooreasckag se ie een chet ele Betts 
Lyngbia aestuarii (Mert) Liebmann ....... 
Schizothrix lateritia (Kitz) Gom. ......... + 


4. Rivulariaceae: 
Calothria: polo veni 2 eSeke aan Cet eer 
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+ ++ 
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Chlorophyceae: 
1. Volvocaceae: 
Chlamydomonas Senate. sti. cies eee eer 
2. Chlorococcaceae: 
Chloroccocum humicola (Ndg) Rabh. ...... 
3. Ulothricaceae: 
Hormidium flaccidum Braun ...........-. 
Ulothriz, subitlissimus ® ces. cn eee tel 


a 


++ + + 


(25 Arten) und Actinomyceten (11 Arten); aus dem Profil I wurde eine 
ziemlich groBe Zahl von Algen isoliert (19 Arten). 


Unter den hier bestimmten Arten gibt es solche, die haiufiger vor- — 
kommen; bei den Bakterien einige Bacillaceae und Bacteriaceae (B. 
cereus, B. terminalis, B. simplex, B. cohaerens, Ps. fluorescens, Ach. 
hartlebit), bei den Actinomyceten die Sammelarten A. phaeochromogenes 
und A. rutgersensis, bei den Pilzen die Gattungen Penicillium und 
Trichoderma, und bei den Algen einige Cyanophyceae (Nostoc). Neben 
der grofen Anzahl der kosmopolitischen Arten, die bei allen untersuchten 
Gruppen der Mikroorganismen nachgewiesen wurden, wurden auch 
solche Arten gefunden, die in der Literatur seltener angefiihrt sind und 
sich wahrscheinlich an die einzeen Bodentypen angepa&t haben. Das 
gesammelte Material geniigt aber jedenfalls nicht, um eine Liste der 
Standard-Mikroflora der kroatischen podsoligen Béden aufzustellen. 
Auch die Unterschiede, die zwischen einzelnen im ungleichen MaBe — 
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podsolierten Béden und zwischen einzelnen Horizonten eines und 
desselben Bodens festgestellt wurden, geniigen nicht, um von spezifischen 
Mikroorganismen der genetischen Horizonte zu sprechen, obwohl sich 
diese in physikalischen und chemischen EKigenschaften deutlich unter- 
scheiden. Es ist klar, daB mit den konventionellen Arbeitsmethoden 
hauptsachlich die kosmopolitisch sich anpassenden und widerstands- 
fahigen Organismen isoliert werden, die ein wirkliches Bild der Zu- 
sammensetzung der Mikroassoziationen in den Bodentypen nicht geben 
k6énnen, und da bei Anwendung dieser Methoden die spezialisierten 
Arten, die an bestimmte natiirliche Substrate, d.h. Bodentypen, 
angepaBt sind, verborgen bleiben. AuBerdem sind auch rein botanisch 
die Bodenmikroorganismen noch zu wenig untersucht. was weitere 
Schwierigkeiten verursacht. 

Aus den Tabellen geht hervor, da8 der Unterhorizont A, an Arten 
der reichste ist. Mit Zunahme der Tiefe vermindert sich die Zahl der 
Arten ziemlich schnell; die aus den tieferen Schichten isolierten Arten 
sind, jedoch in der Regel identisch mit den Arten der oberflachlichen 
Schichten. Aber in einzelnen Fallen sind bestimmte Abweichungen 
festzustellen, denen wir vom bodenmikrobiologischen Gesichtspunkte 
die volle Aufmerksamkeit schenken miissen Insbesondere bei den 
Pilzen, die eingehender als die andere Gruppe durchforscht wurden}, 
ist ein starkerer Zusammenhang mit den Bodeneigenschaften zu beob- 
achten. So sind die Mucorineae fast ausschlieBlich auf den elluvialen 
Horizont: beschrankt, die Penicillium- und Trichoderma-Arten aber 
zeichnen sich durch eine gro8e vertikale Verbreitung aus. AuBerdem 
wurden einige Arten, wie P. avellaneum nur in den tieferen Schichten 
festgestellt. 

Die Tatsache, da in diesen sauren Naturbéden eine verhaltnis- 
maBig groBe Zahl von Cyanophyceae unter den Algen gefunden wurde, 
was den allgemeinen Angaben in der Literatur widerspricht, findet 
eine Erklarung durch die hier angewandte Methode. Die meisten Arten 
wurden von der Oberflache der Bodenpartikeln isoliert, die in Petri- 
schalen aufbewahrt und mit Nahrlésung befeuchtet waren. Dagegen 
haben sich in den Kolben mit der gleichen nbc meistens griine 
Chlorophyceae entwickelt. 

An Hand dieser Artbestimmungen kann man den allgemeinen 
SchluB ziehen, da8B sich die Unterschiede zwischen den einzelnen Profilen 
und zwischen den einzelnen Horizonten eines Profils hinsichtlich der 
qualitativen Zusammensetzung nicht so deutlich auBern, wie dies fiir 
die Zahl festgestellt wurde. 


1 Die festgestellten Pilzarten stimmen nicht mit den Angaben, welche 
A. Niethammer (17) fiir dieses Gebiet anfiihrt, tiberein. 
Archiy fiir Mikrobiologie. Bd. 12. 93 
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IV. Die physiologischen Gruppen der Mikroorganismen. 


Um eine vollstindigere Vorstellung tiber die Mikroflora der Profile 
zu erhalten, wurde auch eine quantitative und teilweise auch qualitative 
Untersuchung der wichtigsten physiologischen Gruppen der Mikro- 
organismen durchgefiihrt. Die gewonnenen Zahlen sind in der Ta- 
belle XI zusammengestellt. 

Zur Bestimmung der Zahl haben wir, wie auch aus der Tabelle XI 
hervorgeht, zwei Methoden angewandt: die Verdiinnungsmethode und die 
Zahlung auf Kieselsauregel, die beide mit elektiven Nahrbéden kombiniert 
wurden. Zur Bestimmung von Azotobacter wurde die Manitlésung nach 
Ashby (28) und Kieselsdiuregel mit Na-Benzoat [S. N. Winogradsky (29)] 
angewandt; fiir den anaeroben Stickstoffbinder Amylobacter Citrat-Agar in 
hoher Schicht (28); fiir die Hiweifzersetzer Peptonlésung (28),fiir die Nitri- 
fikationsbakterien (Nitritbildner) die Nahrlésung nach Winogradsky und die 
Kieselsdéuregallerte mit CaCO,-Uberzug ebenfalls nach Winogradsky (30); 
fiir Denitrifikanten die Verdiinnungsmethode mit Giltayscher Nahrlésung (28), 
fiir die aerobe Cellulosezersetzer die Kieselséuregallerte mit Filterpapier nach 
S. N. Winogradsky (29) und die Verdiinnungsmethode mit der Nahrlésung 
nach J. Dubos (3); ferner fiir die anaeroben Cellulosezersetzer die Verdiinnungs- 
methode mit Omelianskyscher Nahrlésung (28). 

Hinsichtlich der einzelnen physiologischen Gruppen ist in erster 
Linie bemerkenswert die véllige Abwesenheit von Azotobacter — des 
Indikators der biologischen Aktivitét des Ackerbodens — in allen 
untersuchten Profilen!. Dieser Befund ist hauptsaichlich auf die un- 
giinstige saure Reaktion zuriickzufiihren. Die anaeroben Stickstoff- 
binder mit Bacillus amylobacter als dem wichtigsten Vertreter, sind 
in den Profilen in kleiner bis méiBiger Zah] vertreten, wobei die Wald- 
béden armer als die Wiesenbéden sind. 

Die Nitrifikationsbakterien wurden in sehr kleiner Anzahl gefunden 
(die Zahlen fiir die Kieselsiuregallerte beziehen sich auf 100 Boden- 
kérnchen, d.h. sie sind in Prozenten ausgedriickt); die Verdiinnungs- 
methode hat zwar sehr hohe Werte ergeben —- bis 50000 —, doch diese 
Zahlen kann man, wegen der Unsicherheit der Methode, nicht als — 
wirklich betrachten. Aus den Wiesenprofilen wurde Nitrosomonas und 
aus den Waldprofilen Nitrosocystis, also zwei verschiedene Typen der 
nitrifizierenden Bakterien, isoliert?. Als ungiinstige Bedingungen fiir 
eine starkere Entwicklung der Nitrifikationsbakterien in untersuchten 
Béden sind u.a. die starke Aciditét, schwaches Pufferungsvermégen 
und Anwesenheit von leicht léslichen organischen Komplexen (saurer 


* Wie die eingehenden Untersuchungen des Profils I gezeigt haben, 
gibt ein sicberer Nachweis von Azotobacter nicht die Hautchenentwicklung 
auf der Oberflache der Manitlésung, sondern nur die Isolierung und Unter- 
suchung der Reinkultur. — * Wie neuerdings 7. Y. K. Boltjes (2) zeigte, 
wire Nitrosocystis lediglich eine Cystenform von Nitrosomonas; es handelt — 
sich also nur um Entwicklungs- bzw. Standortsformen einer Art. 
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Humus), in Profilen I und II auch die schlechte Durchliiftung anzu-. 
fiihren. 

Die untersuchten Béden sind auch an aeroben Bakterien-Cellulose- 
zersetzern arm, besonders die Waldprofile. Unter diesen wurde Cyto- 
phaga Hutchinsonii (Spirochaeta cytophaga) als der aktivste nach- 
gewiesen; die beiden Methoden fiihrten dabei zu tibereinstimmenden 
Ergebnissen. AuBerdem ist eine aktive Teilnahme der Pilze bei der 
Zersetzung der Cellulose nachgewiesen, da bei der Zihlung mehr Pelze 
als Bakterien gefunden wurden, obwohl das Nahrsubstrat fiir die Ent- 
wicklung der Pilze nicht giinstig ist. Als Cellulosezersetzer wurden am 
haufigsten die Penicillium- und Fusarium-, seltener Trichoderma-Arten 
gefunden; Chaetomella horrida und Coprinus micaceus wurden auch aus 
dem Filtrierpapier isoliert. Die anaeroben Bakterien der Cellulosegdrung 
sind sehr wenig vertreten; ihr Vorkommen beschrankt sich auf dem 
elluvialen Horizont. Die Artbestimmung dieser Bakterien wurde nicht 
durchgefiihrt, da die Verhaltnisse hier noch sehr unklar sind. 

Nur die HiweiBzersetzer und Denitrifikanten (nitratreduzierende 
Mikroorganismen) wurden in grofer Zahl gefunden. Unter den ersten 
sind Ps. fluorescens, Bac. mesentericus und Bac. mycoides, unter den 
zweiten Ps. fluorescens und Ach. hartlebii die haufigsten Vertreter. 
Obwohl ziemlich hohe Werte fiir die Nitratreduzierer festgestellt 
wurden (unter denen sich auch die eigentlichen Denitrifikanten finden), 
sind doch in diesen Béden die Bedingungen fiir eine starkere Tatigkeit 
der Denitrifikanten ungiinstig (saure Reaktion, kleine Menge von 
Nitraten usw.). 

Die quantitativen Untersuchungen haben also gezeigt, daB die 
Vertreter dieser Gruppen in den untersuchten Profilen schwach ver- 
treten sind, was insbesondere die spezifischen physiologischen Gruppen 
betrifft. Die Beschrankung dieser Mikroorganismen auf die obersten 
Bodenschichten ist hier noch starker ausgeprigt als bei der Gesamtzahl; 
man kann sagen, da8 ihr Vorkommen auf der diinnen oberflachlichen 
Schicht — Unterhorizont A, des Elluviums — beschrankt ist, und daf 
ihre Zahl schon im Ubergangshorizont A, B, sehr reduziert ist. Doch 
wurden einige UnregelmaiSigkeiten in der vertikalen Verbreitung der 
Zahl festgestellt (z.B. bei den Cellulosezersetzern), die schwer auf die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften der untersuchten Béden zuriick- 
zufiihren sind, 

Der Grad der Podsolierung aéuBert sich auch hier in der Zahl und 
bis zu einer bestimmten Grenze auch in den Arten der Vertreter der 
physiologischen Gruppen; die stark podsolierten Waldprofile sind viel 
armer als die schwach bis maBig podsolierten Wiesenprofile. Hier 
miissen wir aber hervorheben, da durch die angewandten Methoden in 
erster Linie die Bakterien begiinstigt werden, so da die Rolle der Pilze, 


Untersuchungen einiger podsoliger Boden Kroatiens. 


die in diesen Profilen sehr zahlreich sind, und 
denen auch bei einzelnen Vorgingen ein betracht- 
licher Anteil zukommt, quantitativ nicht ge- 
niigend ausgepragt ist. 


V; Mikrobiologisch-biochemische Vorgiinge. 


Zur Untersuchung der biochemischen Vorgiange 
— Ammonifikation Nitrifikation, Cellulosezersetzung 
und Kohlenséureentwicklung — wurde hauptséch- 
lich die Bodenmethode angewandt; als eine Er- 
ganzung haben wir auch die Kieselsiuregelmethode 
nach S. N. Winogradsky (29) fiir das Ammoni- 
fikationsvermégen und die Cellulosezersetzung aus- 
probiert. Alle diese Versuche wurden in zwei bis 
drei Parallelen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind 
mehr als Vergleichswerte zu betrachten. (Wegen 
des Umfangs der Untersuchung muBten wir leider 
auf einige Versuche, wie Cellulosezersetzung im 
Boden, Denitrifikation usw. verzichten.) Die Stick- 
stoffbindung wurde nur im Profil I gepriift. Die 
hier erhaltenen Werte, die in Grenzen des Versuchs- 


fehlers lagen, stimmen mit den Untersuchungen tiber 


die physiologischen Gruppen gut tiberein. 

Die Ammonifikation wurde nach Winogradsky (29) 
mit der Kieselséuregallerte unter der Anwendung 
des Peptons durchgefiihrt (Tabelle XII), und nach 


Waksman (26) mit Zusatz von 0,1 g Pepton je ’ 


100 mg Boden (Tabelle XIII). Ammoniak wurde 
nach H. J. Harper (10) bestimmt. 

Die Nitrifikationsfdhigkeit ist mit der Boden- 
methode nach S. A. Waksman (27), und zwar in drei 
Serien, gepriift (Tabelle XIVa, XIVb, X1IVc). Doch 
ist diese Methode den biologischen Eigenschaften 
der Podsolbéden angepaBt, so daB die Versuchs- 
dauer auf 40 Tage verlangert und auSerdem in 
dritter Serie eine gréBere Menge von CaCO, (3g 
statt 0,21 g) zugesetzt wurde. Nitrat wurde kolori- 
metrisch nach H. Riehm (21) bestimmt. 

Die Cellulosezersetzung wurde nur approximativ 
auf dem Kieselsduregel nach S. N. Winogradsky (29) 
geprift; die Menge des zersetzten Filtrierpapieres 
(ausgegeben in %) wurde nach 20 Tagen bestimmt 
(Tabelle XV). 

Die Kohlensdureentwicklung wurde im Labora- 
torium [Atmungsapparat nach A. Ff’. Heck (11); 250g 
Boden je Kolben], und zwar in zwei Serien, be- 
stimmt; die Entwicklung der CO, aus dem Boden 
selbst [die Atmungsfaihigkeit des Bodens (Ta- 
belle XVI)] und die Entwicklung der CO, aus dem 
Boden, welchem 1% Glucose und 2% CaCO; zu- 
gesetzt wurde [die Zersetzungsfahigkeit des Bodens 


Tabelle XII. Ammonifikation auf der Kieselsauregallerte (mg NH,-N je Platte und 0,2 g Boden). 
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Tabelle XIII. Ammonifikationim Boden mit Zusatz 
von 0,1% Pepton (mg NH,-N je kg Boden). 
ea A Ee 5h TS es oe 


Nach Tagen 
Profil Horizont Tiefe ride | : a : 3 
cm | absolut | relativ 
A, 3— 8 10,1 96,8 | 100 109,7 | 121,8 | 134,8 
lie A, 20 2b ean 88:0 43,3| 44,8] 79,4 | 86,8 | 101,5 
B, 65—75 4,4 25,1 25,9 38,8 76,4 80,1 
A, 2— 6 21,0 || 149,6 | 100 204,1 | 258,4 
1G A, 13—19 2.5 ||115,6 | 77,2 || 193,8 | 238,4 
B, 50—60 1,0 || 72,0 | 48,2 || 134,9 | 187,5 
A, 3— 6 20,0 || 107,5 | 100 185,0 | 195,4 
III. A, 13—18 12,5 65,0 | 66,8 || 156,3 | 172,5 
By 85—45 0,0 1335) 21.7 "670 9750 
A, 2— 8 14,0 |} 210,0 | 100 181,2 | 190,0 | 69,0 
IV. Jil 15—20 5,5 || 160,5 | 76,5 || 179,0 | 185,5 | 220,7 
B 70—85 0,0 ||100,0 | 47,7 || 185,5 | 110,0 | 211,2 


(Tabelle XVII)]._ Hier sind nur die Versuche mit lufttrockenen Proben 
angefiihrt, und zwar nach Wochen summierte Werte. 


Diese Untersuchungen der biochemischen Vorgiinge decken sich 
gut mit den Ergebnissen, die durch Bestimmungen der Zahl und Arten 
der heterotrophen und autotrophen Mikroorganismen in diesen Béden 
erzielt wurden und bestatigen den Zusammenhang zwischen der mikro- 
biellen Tatigkeit und den Eigenschaften der untersuchten Béden. 


Was die einzelnen biochemischen Vorginge betrifft, so kann man 
sagen, da erstens die Luftstickstoffbindung von minimaler Bedeutung 
ist; ebenso, da die Nitrifikation des Bodenstickstoffs und des zu- 
gefiigten Ammoniumsulfats sehr gering ist. Die Cellulosezersetzung ist 
schwach bis maBig und die Ammonifikationsfihigkeit maBig. Die 
Kohlensiureentwicklung, als Mafistab der gesamten  biologischen 
Tatigkeit im Boden, ist ebenfalls nicht intensiv. Wir sehen also, daB 
die mikrobielle Tatigkeit der untersuchten Béden ziemlich gering ist, 
und dafi die angefiihrten Zahlen im Vergleich mit den in der Literatur 
zitierten Werte verhaltnismaifig niedrig sind. 


Vom bodenmikrobiologischen Standpunkt aus ist es bemerkens- 
wert, daf} der Podsolierungsgrad bei allen diesen Vorgaingen geniigend 
zum Ausdruck kommt, und zwar so, daf§ mit dem Zunehmen des Pod- 
solierungsgrades die Intensitét der mikrobiellen Tatigkeit allmahlich 
abnimmt. Das macht sich in erster Linie fiir die Bodenatmung und 
fiir die Nitrifikationsfihigkeit geltend. So entwickelt z. B. das schwach 
podsolierte Profil IV bis dreimal mehr CO, als das stark podsolierte 


a) Nitritikation des Bodenstickstoffs. 
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Profil III1. Die Ergeb- 
nisse fiir die Nitrifi- 
kationsfahigkeit sind in 


dieser Hinsicht beson-— 


ders aufschluBreich, da 
durch alle drei Versuchs- 
serien der EHinflu8 des 
Podsolierungsgrades auf 
diesem  mikrobiologi- 
schen Vorgang beson- 
ders deutlich wird. Im 
schwach __ podsolierten 
Profil IV haben wir 
eine, wenn auch wenig 
intensive Nitrifikation 
in allen drei Fallen im 
Elluvialhorizont _ fest- 
gestellt ; dagegen konnte 
in stark podsolierten 
‘Waldbéden IT und TIT 
nur eine minimale Nitri- 
fikation des Ammon- 
sulfats bzw. des Am- 
monsulfats mit Zusatz 
von CaCOs, aber keine 
Nitrifikation des Boden- 
stickstoffs nachgewiesen 
werden. Die Anwendung 
von Bodenmethode . mit 
Zusatz von (NH,4),SO,4 
zeigt weiter, daB die 
Nitrifikationskapazitat 
nicht so sehr von der 
Zahl der Nitrifikanten 


1 Bei der Anwendung 
von frisch genommenen 
Proben und unterbroche- 
ner Durchliiftung sind 
zwar geringere Werte er- 
halten, besonders bei den 
tonigen Béden I und IT, 
die relativen Werte sind 
jedoch annaéhernd die 
gleichen. 


Tabelle XVII. Die Zersetzungsfahigkeit der Profile (mg CO, je kg Boden). 
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abhingt, sondern mehr von den Bodeneigenschaften (Reaktion, 
Puffergehalt, Sattigungsgrad des Absorptionskomplexes usw.). Die 
Ergebnisse der ersten Serie zeigen, daB der Stickstoff im unter- 
suchten Boden in festgebundener organischer Form vorliegt, und daB 
unter natiirlichen Verhaltnissen die Nitrifikation keine bedeutende Rolle 
spielen kann. V. Kas (13) stellt als eine der Standardmerkmale der 
bédhmischen podsoligen Béden eine starke Nitrifikationsfahigkeit 
des natiirlichen Bodenstickstoffs fest; es handelt sich hier jedoch um 
kultivierte Boden, deren Stickstoffreserven leichter mineralisierbar 
sind. 


Andererseits wurde fiir die Ammonifikation unter Beriicksichtigung 
des Podsolierungsgrades ein fast umgekehrtes Verhaltnis festgestellt, so 
da die stark podsolierten Waldbéden verhaltnismaBig die starkste 
Anhaufung des Ammoniaks zeigen. Dies lat sich auch durch die 
Eigenschaften des Bodens und durch das Verhaltnis einzelner Gruppen 
von Mikroorganismen untereinander erkliren. Neben dem C: N-Ver- 
haltnis im Humus der Podsolbéden ist hier auch die saure Reaktion 
entscheidend, welche auf die Ammonifikationsmikroorganismen (und 
besonders auf, die Pilze) nicht so ungiinstig wie auf die Nitrifikanten 
einwirkt. Die Parallelbestimmung der Nitrate in untersuchten Proben 
zeigte, daf{ eine Nitrifikation nur im schwach podsolierten Profil IV 
stattgefunden hatte (95,0 mg NO; je kg Boden nach 28 Tagen). 


Endlich miissen wir hervorheben, da bei diesen Untersuchungen 
der biochemischen Vorginge festgestellt werden konnte, daB das mikro 
biologisch aktive Profil sehr diinn ist, d. h. daB die intensivere Tatigkeit 
der Mikroorganismen fast ausschlieBlich auf den elluvialen Horizont A 
beschriinkt ist. Das tritt am stirksten bei der Nitrifikationsfahigkeit 
und am schwachsten bei der Ammonifikation in Erscheinung. Hier, 
wie auch bei den Messungen der Kohlensiéureentwicklung, sind die 
Werte am ersten Tage mafgebend, da spiter eine allgemeine Ver- 


mehrung der Mikroorganismen stattfindet, welche die primaren Ver- 
haltnisse stért. 


Diese Untersuchungen haben endlich gezeigt, da der Wert der 
konventionellen Arbeitsmethoden sehr begrenzt ist; die Anwendung 
der direkten Methode nach Winogradsky fiihrte zwar zu viel verlaB- 
licheren Ergebnissen als die klassischen (was besonders die Unter- 
suchung der physiologischen Gruppen betrifft), aber auch diese Methode 
muf’ noch nachgepriift und weiter ausgearbeitet werden. Es ist er- 
wiinscht, die brauchbaren Methoden immer an die konkreten mikro- 
biologischen Kigentiimlichkeiten der einzelnen Bodentypen anzupassen ; 
bei den Podsolen ist eine besondere Beachtung der Erforschung der 
Pilze zuzuwenden, da diese Organismen hier sehr zahlreich sind. 
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Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Arbeit wurden vier ungleich podsolierte Boden- 
profile des mittleren Kroatiens einer bodenkundlichen und mikro- 
biologischen Untersuchung unterworfen, um die Individualitat der 
mikrobiologischen Higenschaften dieses Bodentypus, wie auch den 
EinfluB des Podsolierungsgrades festzustellen. 

Die Bestimmung der Gesamtzahl und der Zahl der einzelnen 
Gruppen der Mikroorganismen, die Artbestimmungen der Bakterien, 
Actinomyceten, Pilze und. Algen, sowie die Untersuchung von einzelnen 
biochemischen Vorgingen hat diese Abhangigkeit der mikrobiologischen 
Eigenschaften im allgemeinen bestatigt. 

Besonders charakteristisch fiir diese podsoligen Béden ist die 
Tatsache, daB die mikrobiologisch aktive Schicht der Profile sehr diinn 
ist, und daB schon im A,-Horizont (in der Tiefe von 15—25 cm) eine 
starke Abnahme der Zahl, Arten und biochemischen Aktivitat statt- 
findet. ; 

Fiir die stark podsolierten Waldbéden ist die groBe Zahl der Pilze 
pemerkenswert. Durch qualitative Untersuchungen wurde gezeigt, daB 
die Pilze in mannigfaltigen Arten vorkommen, die in einem starkeren 
Zusammenhang mit den Bodeneigenschaften stehen, als dies fiir die 
Arten der Bakterien und Actinomyceten festgestellt werden konnte. 
Die Tatsache, daB sich die Unterschiede zwischen den einzelnen Profilen, 
sowie auch zwischen den einzelnen Horizonten eines Profils hinsichtlich 
der qualitativen Zusammensetzung nicht so deutlich zeigen, wie dies 
fir die Zahl und biochemischen Vorgange festgestellt wurde, laBt sich 
hauptsachlich durch die methodischen Schwierigkeiten erklaren. 

Im allgemeinen nimmt die Intensitat der biochemischen Vorgange 
mit dem Zunehmen des Podsolierungsgrades ab. Doch wurde fiir die 
_Ammonifikation ein umgekehrtes Verhalten festgestellt, so daB die 

stark podsolierten Waldbéden verhaltnismaBig die stérkste Anhéufung 


vom Ammoniak zeigten. 
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Aufnahmebedingungen. 
I. Sachliche Anforderungen. 


1. Der Inhalt der Arbeit mu8 dem Gebiet der Zeitschrift angehéren. 

_ 2. Die Arbe:t mufi wissenschaftlich wertvoll sein und Neues bringen. BloBe Bestatigungen 
bereits anerkannter Befunde kénnen, wenn tiberhaupt, nur in kirzester Form aufgenommen 
werden. Das gleiche gilt yon Versuchen und Beobachtungen, die ein positives Ergebnis nicht 
ergeben haben. Arbeiten rein referierenden Inhalts werden abgelehnt, vorlaufige Mitteilungen 
nur ausnahmsweise aufgenommen. Polemiken sind zu vermeiden, kurze Richtigstellung der 
-Tatbestande ist zulassig. Aufsatze spekulativen Inhalts sind nur dann geeignet, wenn sie 
durch neue Gesichtspunkte die Forschung anregen. 


II. Formelle Anforderungen. 


: 1. Das Manuskript muff leicht leserlich geschrieben sein. Die Abbildungsvorlagen sind 
auf besonderen Blattern einzuliefern, Diktierte Arbeiten bedirfen der stilistischen Durch- 
-arbeitung zwecks Vermeidung yon weitschweifiger und unsorgfaltiger Darstellung. Absatze 
sind nur zulassig, wenn sie neue Gedankengange bezeichnen. 

2. Die Arbeiten miissen kurz und in gutem Deutsch geschrieben sein. Arbeiten in den 
anderen Kongrefisprachen kénnen nur aufgenommen werden, wenn es sich um die Mutter- 
‘sprache des Autors handelt. Ausfiihrliche historische Einleitungen sind zu vermeiden. Die 
_Fragestellung kann durch wenige Satze klargelegt werden. Der Anschluf an friihere Be- 
handlungen des Themas ist durch Hinweis auf die letzten Literaturzusammenstellungen 
Gn Monographien, ,,Ergebnissen“, Handbiichern) herzustellen. 

3. Der Weg, auf dem die Ergebnisse gewonnen wurden, mu klar erkennbar sein; jedoch 
hat eine ausfiihrliche Darstellung der Methodik nur dann Wert, wenn sie wesentlich Neues 
-enthalt. 
4. Jeder Arbeit ist eine kurze Zusammenstellung (héchstens eine Seite) der wesentlichen 
Ergebnisse anzufiigen, hingegen kénnen besondere Inhaltsverzeichnisse fiir einzelne Arbeiten 
-nicht abgedruckt werden. 
5. Von jeder Versuchsart bzw. jedem Tatsachenbestand ist in der Regel nur ein Protokoll 
im ‘Yelegrammstil als Beispiel in knappster Form mitzuteilen. Das iibrige Beweismaterial 
kann im Text oder, wenn dies nicht zu umgehen ist, in Tabellenform gebracht werden; 
dabei miissen aber umfangreiche tabellarische Zusammenstellungen unbedingt vermieden 
werden 1), : ‘ 

6. Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken. Entscheidend fir die 
‘Frage, ob Bild oder Text, ist im Zweifelsfall die Platzersparnis. Kurze, aber erschépfende 
_Figurenunterschrift eriibrigt nochmalige Beschreibung im Text. Fiir jede Versuchsart, jedes 

Praparat ist nur ein gleichartiges Bild, Kurve u. 4. zulassig. Unzulassig ist die doppelte 
Darstellung in Tabelle und Kurve. Farbige Bilder kénnen nur in seltenen Ausnahmefallen 

Aufnahme finden, auch wenn sie wichtig sind. Didaktische Gesichtspunkte bleiben hierbei 

auBer Betracht, da die Aufsaitze in den Archiven nicht von Anfangern gelesen werden. 

7. Literaturangaben, die nur im Text beriicksichtigte Arbeiten enthalten dirfen, erfolgen 

ohne Titel der Arbeit nur mit Band-, Seiten-, Jahreszahl. Titelangabe nur bei Biichern. 

8. Die Beschreibung von Methodik, Protokollen' und anderen weniger wichtigen Teilen 
ist fair Kleindruck vorzumerken. Die Lesbarkeit des Wesentlichen wird hierdurch gehoben. 
9. Das Zerlegen einer Arbeit in mehrere Mitteilungen zwecks Erweckung des Anscheins 
gréBerer Kirze ist unzulassig. 

10. Doppeltitel sind aus bibliographischen Griinden unerwiinscht. Das gilt insbesondere, 

wenn die Autoren in Ober- und Untertitel einer Arbeit nicht die gleichen sind. 

141. An Dissertationen, soweit deren Aufnahme tberhaupt zulassig erscheint, werden nach 

Form und Inhalt dieselben Anforderungen gestellt wie an andere Arbeiten. Danksagungen 
an Institutsleiter, Dozenten usw. werden nicht abgedruckt. Zulassig hingegen sind einzeilige 
FuGnoten mit der Mitteilung, wer die Arbeit angeregt und geleitet, oder wer die Mittel dazu 
gegeben hat. Festschriften, Habilitationsschriften und Monographien gehoren. nicht in den 
-Rahmen einer Zeitschrift. 


; 1) Es wird empfohlen, durch eine Fufnote darauf hinzuweisen, in welchem Institut das 
_gesamte Beweismaterial eingesehen oder angefordert werden kann. 
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